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RESUMO

O efeito protetor do &cido caurenoico e da L-Arginina sobre o estresse oxidativo e a
inflamacéo foi avaliado, utilizando um modelo experimental de isquemia-reperfusao
de retalho cutaneo randomizado no dorso de ratos. Cinquenta e quatro ratos, Wistar,
jovens, com peso meédio de peso médio 267,2 g, foram distribuidos ao acaso, em
trés grupos (GC - controle salina, AK — grupo acido caurenoico, GA — grupo L-
Arginina), numericamente iguais e posteriormente redistribuidos em trés subgrupos
(T-0, T-1 e T-2), com seis animais cada. Todos os procedimentos cirurgicos foram
realizados sob os efeitos de anestesia geral, utilizando-se de uma associacdo do
cloridrato de ketamina (90 mg/kg) com xilazina (10mg/kg), administrados por via
intra-peritoneal. Os animais pertencentes aos grupos controle e acido caurenoico
receberam as drogas utilizadas nesse estudo por via oral (gavagem); enquanto que,
0 grupo L-arginina, por via intraperitoneal, 2 horas antes do experimento , no tempo
T-1, uma dose pos-operatdria e no tempo T-2, seis doses pds-operatérias. Foram
determinadas as concentracdes de IL-13, TNF-a, MDA, GSH, , a relacao
Nitrito/Nitrato (Nox) e a atividade da MPO no tecido. Para determinacdo do padréo
de distribuicdo das amostras utilizou-se o teste de Kolmorogov-Smirnov. Os dados
foram apresentados como média + SEM. ANOVA seguida pelo teste de Dunnett, foi
utiizada para avaliagdo estatistica. Valores de p<0,05 foram considerados
significantes. O acido caurenoico reduziu significantemente as concentracdes IL-1,
decorridas 24h e 48h da construcdo do retalho cutaneo randomizado; bem como, de
TNFa, decorridas 24h e 48h, demonstrando atividade anti-inflamatoria. O &cido
caurenoico promoveu diminuicdo significante da concentracdo de MDA decorridas
24/48h, demonstranto atividade antilipoperoxidativa. O acido caurendico promoveu
diminuicdo significante da atividade de MPO, decorridas 24h/48h, evidenciando
atividade anti-inflamatoria. O &cido caurenoico e a L-arginina promoveram a
diminuicdo significante da relagcdo nitrito/nitrato, decorridas 24h, demonstrando
atividade antioxidante. No entanto, a L-arginina promoveu aumento significante da
relagdo nitrito/nitrato decorridas 168h, evidenciando atividade pro-oxidante. Conclui-
se que o acido caurendico apresenta acdo antilipoperoxidativa, intensa acao
antioxidante e atividade anti-inflamatéria; enquanto a L-arginina apresenta acdo
antilipoperoxidativa e antioxidante, durante a isquemia e reperfusdo de retalho
cutaneo randomizado em dorso de ratos.

Palavras-chaves: Estresse Oxidativo. Antioxidantes. Anti-Inflamatoérios. Retalhos
Cirargicos.



ABSTRACT

The protective effect of kaurenoic acid (KA) and of L-arginine (LA) on the oxidative
stress and inflammation was evaluated using an experimental model of ischemia-
reperfusion of randomized skin flaps on the back of rats. Fifty-four young Wistar rats,
average weight 267,2 g, were distributed randomly in three groups (GC-saline
control, AK-kaurenoic acid group, GA — L-arginine group), numerically equal and
subsequently redistributed into three subgroups (T-0, T-1 and T-2) with six animals
each. All surgical procedures were performed under general anesthesia, using a
combination of ketamine hydrochloride (90 mgkg) with xylazine (10mgkg),
administered intraperitoneally.(ip). Groups GC and KA rats received the drugs used
in this study by gavage; GA rats received LA ip. Treatments were provided 2: hours
before the experiment (TO) and 24h (T1). T3 rats (168 h) received daily (6) doses of
KA, until sacrifice. Skin concentrations of IL-1 B, TNF-a, MDA, GSH, MPO,
Nitrite/Nitrate (Nox) ratio and MPO activity ere assayed.. The Kolmorogov-Smirnov
test was used for determination of the distribution pattern of the samples. The data
are presented as mean + SE. ANOVA followed by the Dunnett test, were used for
statistical evaluation. Values of p 0.05 were considered statistically significant KA
promoted a significant reduction of IL-1, TNFa and MDA concentrations, after 24/48 h
of randomized cutaneous flap construction demonstrating anti-inflammatory and
antiperoxdative activities. LA promoted significant decrease of MDA concentration at
T1 timepoint, and a significant increase in GSH concentration in 24/48 h timespoints,
demonstrating its antiperoxidative and antioxidant activities. KA also promoted a
sigbnificant increase in GSH concentrations after 24/48h. KA promoted significant
decrease of MPO activity after 24h48h, showing anti-inflammatory activity. KA and
LA promoted a significant decrease of the nitrite/nitrate ratio at T1, showing
antioxidant activity. However, at 168 h timepoint the use of LA promoted significant
increase of nitrite/nitrate ratio, demonstration a pro-oxidant activity. It is concluded
that KA presents antiperoxidative action and intense antioxidant and anti-
inflammatory activity while LA presents antiperoxidative and antioxidant action,
during ischemia and reperfusion of randomized cutaneous flap rats.

Keywords: Oxidative Stress. Antioxidants. Anti-Inflammatory Agents. Surgical Flaps.
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15

1 INTRODUCAO

A restauracdo das perdas cutaneas, decorrentes de trauma, resseccao
tumoral, infeccbes e/ou necrose por isquemia, continua sendo um grande desafio
para a cirurgia plastica, no que diz respeito a manutencéo da funcéo e ao aspecto
estético. A restauracdo atinge seu maior grau de dificuldade, quando a area a ser
recoberta € extensa ou se localiza em regido nobre, como por exemplo, a face. Para
a cobertura dessas areas cruentas, lanca-se mao dos retalhos de pele. No entanto,
a viabilidade desses retalhos é diretamente relacionada a sua vascularizacdo que,
pode ser a partir de uma artéria conhecida, sendo denominado retalho axial, ou
confeccionado ao acaso, o retalho randomizado. Estes Ultimos sdo mais propensos
a necrose, devido a auséncia, algumas vezes, de fonte arterial suficientemente
capaz de nutrir todo o retalho. Existe, portanto, uma grande dificuldade, em se
determinar o tamanho do retalho de pele randomizado, no que concerne a
seguranca da sua vasculariza¢do e, consequentemente, a sua viabilidade. No inicio,
era mantida uma relagdo comprimento X largura, de 1:1, sendo, posteriormente,
modificada de acordo com a area operada. Todavia, sabe-se que a necrose desses
retalhos estd relacionada a fatores extrinsecos e intrinsecos, sendo o fluxo
sanguineo, o principal fator intrinseco e a causa mais frequente de perdas desses
retalhos, por constituir a fonte de sua nutricdo. Os fatores extrinsecos, por sua vez,
sdo classificados em sistémicos (hipotensdo, arteriopatias e infeccéo); locais
(temperatura, compressdo e tensdo) e o0s técnicos (planejamento e execucao).
(BIONDO-SIMOES et al., 2000; CAMPOS et al., 2001; ALMEIDA et al., 2004).

Alguns estudos experimentais em ratos demonstraram que 0 tempo
necessario para a formacao do pediculo secundario ocorre em torno de nove dias. O
surgimento de hematoma, edema e a prépria relacdo do pediculo versus a area
desse pediculo podem acarretar necrose da porcdo distal do retalho em
porcentagens que variam de 9% a 65%, de acordo com o modelo experimental
testado (ALMEIDA et al., 2004).

A necrose de um retalho de pele € uma importante complicacdo da técnica
cirirgica, de carater irreversivel resultando em perda parcial ou total do retalho.
Multiplos sdo os fatores envolvidos e as causas basicas sdo a congestdo venosa e a
insuficiéncia arterial. No entanto, varios sdo os fatores que atuam durante o

processo de isquemia: algumas substancias vasoativas causam vasoespasmo;
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ocorre a producdo de radicais livres; a bomba de sédio e potassio € inativada; surge
edema das células endoteliais ocasionando trombose arterial e venosa.
(BITTENCOURT et al., 2005). A agressao isquémica ocasionada durante a elevagao
do retalho ndo € um determinante consistente capaz de conduzir a necrose do
mesmo, tendo em vista que, estudos prévios sugerem que a maioria dos tecidos
consegue sobreviver com uma média de 10% do seu aporte sanguineo. Entretanto,
algumas mudancas fisiopatologicas referentes a vasoconstricdo podem
comprometer a viabilidade do retalno. Como exemplo, a liberacédo de tromboxano A2
pelas plaquetas e o acimulo de metabdlitos toxicos da vasoconstricdo que podem
causar leséo tecidual induzida por radicais livres. (HART et al., 2006).

Entretanto, a necrose da parte distal dos retalhos de pele constitui um
problema ndo solucionado, ainda hoje, em cirurgia plastica reparadora e estética.
Apés a necrose do retalho, a deiscéncia da ferida cirdrgica, a infeccdo, a
cicatrizacdo retardada da ferida e a formacdo de fistulas, sdo complicacbes
secundarias comuns, agravadas por defeitos estéticos e funcionais resultantes de
tentativas ndo bem sucedidas de corregéo do problema. (HART et al., 2006).

A literatura pesquisada é rica em estudos experimentais em ratos, utilizando
modelos de retalhos cutaneos, sejam confeccionados no dorso ou na parte ventral
do animal. Muitos retalhos cutadneos randomizados do dorso de ratos tém como
base o trabalho de McFarlane (1965), onde era confeccionado um retalho retangular,
de base cranial, medindo 10cm de comprimento por 4cm de largura. A partir dessa
publicacdo surgiram outros trabalhos, onde sao utilizados retalhos semelhantes,
sofrendo modifica¢cdes nas dimensdes ou na base do retalho descrito anteriormente.
Outros autores publicaram retalhos da face ventral do animal, denominados retalhos
epigastricos. Dentre as varias publicacdes existentes, observa-se: retalho cutaneo
dorsal, de base caudal, medindo 10 X 3cm (GHAVAMI; NUTT; HARDY, 2002),
retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 6 X 2cm (HUEMER et al., 2003),
retalno cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 10 X 4cm (FREIRE et al., 2003),
retalno cutaneo dorsal, de base caudal, medindo 10 X 3cm (ZHANG et al., 2003),
retalhno cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 10 X 3cm (MCDONALD et al.,
2004), retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 12 X 3cm (TYNER et al.,
2004), retalho cutaneo dorsal, de base caudal, medindo 8 X 25 cm
(SARIFAKIOGLU et al., 2004), retalho cutéaneo dorsal, de base cranial, medindo 8 X
2cm (ALMEIDA et al., 2004), retalho cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 10 X



17

4cm (ESTEVES-JUNIOR; FERREIRA; LIEBANO, 2004), retalho cutaneo dorsal, de
base cranial, medindo 10 X 4cm (FONSECA et al., 2004), retalho cutaneo dorsal, de
base cranial, medindo 10 X 4cm (GOMES et al., 2004), retalho cutaneo dorsal,
dividido em quatro retalhos, sendo dois de base cranial e dois de base caudal,
medindo cada retalho 5 X 3cm (ATABEY et al., 2004), retalho cutaneo dorsal, de
base cranial, medindo 10 X 4cm (CYMROT; PERCARIO; FERREIRA, 2004), retalho
cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 9 X 2cm (SIMMAN; CRAFT; MCKINNEY,
2005), retalhos cutaneos dorsais, em numero de dois, de bases caudais, medindo
cada um 11 X 2cm (HOSNUTER et al., 2005), retalho cutaneo dorsal, de base
cranial, medindo 10 X 4cm (ABLA et al.,, 2005), retalho cutaneo dorsal, de base
cranial, medindo 10 X 4cm (CARVALHO et al., 2005), retalho cutaneo dorsal, de
base caudal, medindo 10 X 3cm (MAUAD-JUNIOR et al., 2006), retalho cutaneo
dorsal, de base caudal, medindo 10 X 3cm (AYDOGAN et al., 2006), retalho cutaneo
dorsal, de base cranial, medindo 10 X 3cm (HART et al., 2006), retalho cutaneo, de
base cranial, medindo 10 X 4cm (LIEBANO; ABLA; FERREIRA, 2006), retalho
cutaneo dorsal, bipediculado, medindo 8 X 2cm (BEHESHTIAN et al., 2006), retalho
cutaneo dorsal, de base cranial, medindo 10 X 4cm (PRADO et al., 2006), retalho
cutaneo dorsal, de base caudal, medindo 7 X 2cm (GRIBBE et al., 2007), retalhos
cutaneos epigastricos, em numero de dois,de base caudal, medindo cada um 6 X
4cm (FREITAS et al., 2002), retalho cutaneo epigastrico, de base caudal, medindo 8
X8cm (KOMOROWSKA-TIMEK et al., 2004), retalho cutdneo ventral, de base
caudal, medindo 8 X 4cm (BITTENCOURT et al., 2005), retalho cutaneo ventral, de
base caudal, medindo 6 X 3cm (YOSHIDA; DE CAMPQOS, 2005), retalho cutaneo
epigastrico, de base caudal, medindo 6 X 3cm (COSKUNFIRAT;OZKAN; DIKICI,
2006), retalho cutaneo epigastrico, de base caudal, medindo 8 X 8cm (MEIRER et
al., 2007), retalho cutaneo epigastrico, modelo de Finseth e Cutting, medindo 7 X
7cm (ERSOY et al., 2007).

A restauracdo do fluxo sanglineo, apés um periodo de isquemia, &
necessaria para a recuperacdo da fungdo celular normal; por outro lado, a
reintroducdo do sangue oxigenado nos tecidos isquémicos pode desencadear lesdes
teciduais ainda mais intensas do que as provocadas pela isquemia “per se”. Esse
agravamento das lesdes teciduais foi chamado de “paradoxo do oxigénio”. McCord
prop6s que 0 mecanismo responsavel por esse agravamento seria a geragdo de

radicais livres de oxigénio consequentes a reintroducdo de oxigénio molecular.
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Sabe-se que radicais livres sdo gerados na isquemia e reperfusdao (FRANCISCO
NETO et al., 2005).

A leséao por reperfusdo foi descrita, inicialmente, por Cerra et al. (1975). O
fendbmeno “no-reflow” estd bem documentado na literatura pesquisada e consiste em
les&o vascular progressiva durante o processo de reperfusdo, associada a uma zona
de expansdo com fluxo sanguineo diminuido. May et al. (1978) descreveram esse
processo a partir de um retalho livre experimental, concluindo que o fendbmeno no-
reflow seria causado por edema celular, agregacao intravascular e vazamento de
liquido intravascular para o espacgo intersticial (KHALIL; AZIZ; HALL, 2006). A
Inflamacao e a regeneracdo de tecidos seguindo a reperfusdo atraem células do
sistema imune, especialmente, leucdcitos polimorfonucleares, contribuindo, também,
para a producdo de espécies reativas de oxigénio. A sequéncia e a extensao desses
processos no inicio da reperfusdo desempenham um papel determinante aos 6rgaos
e funcdes celulares (HAMAR et al., 2003).

A toleréncia dos tecidos a agressao isquémica depende do tipo de tecido e da
idade celular. Na fase inicial da isquemia, o ATP é proveniente da glicdlise.
Entretanto, com certa brevidade, as reservas de glicogénio séo depletadas, havendo
acumulo de lactato e outros produtos metabdlicos toxicos. Isso desencadeia a
ativacdo de mediadores quimicos e enzimas, as quais inclui a fosfolipase A2 e
lisozimas. A fosfolipase A2 converte os fosfolipidios da membrana celular em &cido
aracdoénico, um precursor dos mediadores inflamatorios, como os leucotrienos e
prostaglandinas. As lisozimas, por sua vez, sdo enzimas proteoliticas que atuam nos
agentes patogénicos e células necréticas (KHALIL; AZzIZ; HALL, 2006). Os
metabdlitos do acido aracddbnico, principalmente os leucotrienos aumentam a
adesdao dos leucdcitos ao leito vascular, acentuando a permeabilidade vascular, uma
caracteristica da lesao por reperfusdo. As células do endotélio vascular promovem
um local de ancoragem para os leucdcitos. A atuacdo dos leucdcitos no endotélio
envolve a adesdo de moléculas, tais como, P-Selectin e L-Selectin e, moléculas de
adesdao intercelular. Os leucécitos liberam lisozimas, geram espécies reativas de
oxigénio e liberam agentes quimiotaticos que recrutam mais leucocitos. Esses
fatores sdo importantes porque animais com deplecdo de leucocitos apresentam
uma lesao de reperfusdo diminuida (KHALIL; AZIZ; HALL, 2006).

A oxidacédo é parte fundamental da vida aerobica e do nosso metabolismo e,

assim, os radicais livres sao produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo
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biolégica. Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado
nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) ou Espécies Reativas do Nitrogénio (ERN). No organismo,
encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas
importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a
peroxidacdo dos lipidios de membrana e agresséo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID, 2006). O
organismo humano sofre agao constante de ERO e ERN geradas em processos
inflamatdrios, por alguma disfuncéo biolégica ou provenientes dos alimentos. As
principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO-),
superoéxido (0O2+-), peroxila (ROO¢-) e alcoxila (RO¢); e os ndo-radicalares: oxigénio,
peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o 6xido
nitrico (NOe), 6xido nitroso (N203), acido nitroso (HNO2), nitritos (NO2-), nitratos
(NO3-) e peroxinitritos (ONOO-). Enquanto alguns deles podem ser altamente
reativos no organismo atacando lipidios, proteinas e DNA, outros sao reativos
apenas com os lipidios. Existem ainda alguns que sao pouco reativos, mas apesar
disso podem gerar espécies danosas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BARREIRO
:DAVID, 2006).

O radical HO- é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida
muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais freqiientemente
atacam as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturacdes
(SILVEIRA, 2004; PYTEL et al., 2005; BARREIROS; DAVID, 2006). O exemplo mais
comum do ataque de radicais hidroxila a lipidios € a acdo deste nos lipidios de
membrana. Os radicais livres centrados no oxigénio (HO¢) atacam a cadeia lipidica
em sitios susceptiveis como o grupo metilénicoalilico, convertendo-o em novo centro
de radical livre. O carbono radicalar facilmente adiciona oxigénio gerando o radical
lipidio-peroxila, que pode facilmente atacar as proteinas de membrana, produzindo
danos nas células (BARREIROS; DAVID, 2006).

A forma mais deletéria do oxigénio ao organismo € o oxigénio singleto (102),
pois € a causa ou o intermediario da toxicidade fotoinduzida do O2 em organismos
vivos. O seu tempo de meia vida depende muito do meio onde se encontra. Em meio
aguoso,sua meia-vida € muito pequena, pois ele se choca com as moléculas de

H20O transferindo sua energia, desativando-se e retornando a forma de oxigénio
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tripleto. Em meio organico é mais comum a ocorréncia de choque com transferéncia
de energia, sem reacdo quimica, seguida da dissipacdo dessa energia na forma de
calor. Esse tipo de choque é denominado quenching colisional e representa a forma
como a agua desativa o 102. Porém, em meio orgéanico, a meia-vida do oxigénio
singleto é maior e, portanto, pode causar algumas reacbes quimicas com
determinados aceptores por incorporacdo do O2. O oxigénio singleto reage com
algumas classes de biomoléculas e, em geral, essas reacfes sdo do tipo eno e
dieno (reacOes de Diels-Alder). Os compostos naturais mais reativos frente ao 102
sdo os carotendides, devido as mdltiplas insaturagdes conjugadas. Assim, o 102
reage mais lentamente com os acidos graxos que com o -caroteno, e quanto maior
0 numero de insaturacdes presentes nos acidos graxos, mais rapidamente eles irdo
reagir (BARREIROS; DAVID, 2006).

O peroxido de hidrogénio (H202) é pouco reativo frente as moléculas
organicas na auséncia de metais de transicdo. No entanto, exerce papel importante
no estresse oxidativo por ser capaz de transpor as membranas celulares facilmente
e gerar o radical hidroxila. Ele somente oxida proteinas que apresentem residuos de
metionina ou grupos tiol muito reativos (BARREIROS; DAVID, 2006). O H202 é
gerado in vivo pela dismutacdo do anion-radical superoxido (O2¢ —) por enzimas
oxidases ou pela B-oxidacdo de &cidos graxos. As mitocdndrias sdo importantes
fontes de O2¢ — e, como a presenca deste anion-radical pode causar sérios danos,
elas sao ricas em SOD que o converte em H202. O pero6xido de hidrogénio gerado
€ entdo parcialmente eliminado por catalases, glutationaperoxidase e peroxidases
ligadas a tioredoxina, mas como essa eliminacdo tem baixa eficiéncia, grande parte
do H202 é liberado para a célula.

A atuacdo do radical anion superéxido (O2¢ —) como oxidante direto é
irrelevante. Dentre os aminoacidos, o unico que sofre oxidacdo com o radical O2¢ —
€ a cisteina. A partir dessa reacao forma-se um superoxido e o tio-radical . Além
disso, o radical anion superéxido O2¢ — presente no organismo é eliminado pela
enzima superoxido dismutase, que catalisa a dismutagédo de duas moléculas de O2-
— em oxigénio e peroxido de hidrogénio . Este ultimo, quando néao eliminado do
organismo pelas enzimas peroxidases e catalase, pode gerar radicais hidroxila.
Apesar destes efeitos danosos, o radical 02+ — tem importancia vital para as células
de defesa e sem ele o organismo esta desprotegido contra infecgbes causadas por

virus, bactérias e fungos.
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Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERO, porém a
membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagdo lipidica, que
acarreta alteracfes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.
Consequentemente, ha perda da seletividade na troca ibnica e liberacdo do
conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formagéo de
produtos citotéxicos (como o malonaldeido), culminando com a morte celular. Assim
como na formacdo das ERO, nem sempre 0s processos de lipoperoxidacdo sao
prejudiciais, pois seus produtos sao importantes na reagcdo em cascata a partir do
acido aracdoénico (formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta
inflamatodria. Todavia, 0 excesso de tais produtos pode ser lesivo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

Sabe-se que a regido distal dos retalhos cutaneos randomizados constitui um
estado de isquemia incompleta, com lesdo dos tecidos ocasionada por radicais
livres derivados do oxigénio. Um aporte sanguineo adequado é fundamental para a
sobrevida desses retalhos e fatores como, lesdo da vascularizacao, retalhos mal-
desenhados e isquemia-reperfusdo, podem levar a necrose parcial ou completa dos
mesmos. Uma infiltragdo sobremaneira significante dos neutrofilos no masculo
esquelético e retalhos de pele jA foi demonstrada em modelos animais de
experimentagdo. Muitas tentativas foram realizadas, com o intuito de melhorar a
sobrevida dos retalhos de pele, apos leséo por isquemia-reperfusado, utilizando para
isso, substancias que diminuem ou inibem a formacédo de radicais livres ou danos
mediados por neutréfilos (HUEMER et al., 2003; HART et al., 2006).

Todavia, varios agentes farmacolégicos foram investigados, no que diz
respeito a sua eficacia em prevenir ou reverter a isquemia em retalhos de pele.
Simpatoliticos, vasodilatadores, bloqueadores de canais de calcio, inibidores de
prostaglandinas, glicocorticéides, anticoagulantes e varredores de radicais livres
constam entre as drogas que apresentaram melhora na sobrevida dos retalhos
cutaneos (HUEMER et al., 2003). Essas substancias sdo o superéxido dismutase
exdégeno (SOD), catalase, alopurinol, vitaminas A,C e E, dexametazona, ciclosporina
A, metilprednisolona, azatioprina, heparina,  deferoxamina, L-arginina
(KOMOROWSKA-TIMEK, 2004), anticorpo monoclonal para molécula de adeséo
intercelular 1 (ICAM-1) e cromolin soédico (AYDOGAN et al.,, 2006), fator de
crescimento do endotélio vascular, lidocaina e prilocaina tépicos(EMLA), carnitina,
acido oléico topico e éxido nitrico (HART et al., 2006), ginkgobiloba (SOUZA FILHO
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et al.,, 2002), aspirina (GHAVAMI; NUTT; HARDY, 2002), nonivamida e nicoboxil
(HUEMER et al.; 2003),lidocaina e epinefrina (ATABEY et al., 2004), propofol
(TYNER et al., 2004), sildenafil (SARIFAKIOGLU et al., 2004; HART et al., 2006),
dimetil-sulfoxido  (ALMEIDA et al.; 2004), peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (ESTEVES-JUNIOR; FERREIRA; LIEBANO, 2004), terazosina e
propranolol ( FONSECA et al., 2004), minoxidil (BITTENCOURT et al., 2005), manitol
e vitamina C (YOSHIDA; DE CAMPQS, 2005), hidralazina (ESTEVES-JUNIOR et al.,
2005), acetilcisteina (ABLA et al., 2005), acido caféico (AYDOGAN et al., 2006),
clopidogrel (ERSQOY et al., 2007), 6leorresina de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf) (Silva et al.,2009).

A Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae) é popularmente denominada
copaiba, sendo uma arvore grande que cresce abundantemente no Amazonas,
Para e Ceard, estados do Brasil. Seu 6leo-resina (balsamo de copaiba) € obtido de
pequenos cortes da casca do caule da referida planta e utilizado de uma forma
popular, para tratamento de varias afeccfes, dentre as quais, doencas da garganta,
dos tratos urindrio e pulmonar, Ulceras e feridas cutaneas (PAIVA et al., 2004a,
2004b).

A copaiba tem-se destacado entre as plantas medicinais mais utilizadas pela
populacdo amazobnica. Trata-se de uma &rvore de grande porte da familia
Caesalpinacea, chegando até 30 a 40m de altura. O 6leo extraido do seu tronco é
constituido, principalmente, por &cido copaifero e cariophileno, além de outros
sesquisterpenos (ARAUJO JUNIOR et al., 2005).
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Figura 1 — Copaifera langsdorffii Desf

Fonte: Lorenzi (2002)

O Oleo de copaiba tem assumido grande importancia dentre estas
substancias ndo s6 na Regido Amazénica como também em outros paises para 0s
quais é exportado. Tem sido utilizado por alguns como antiblenorragico, anticatarral,
antiinflamatdrio e cicatrizante. Por via vaginal é aplicado sob a forma de 6vulos para
o tratamento de cervicites e leucorréia. A espécie Copaifera reticulata Ducke é a
mais importante do ponto de vista comercial, uma vez que desta é extraido 70% de
todo o 6leo comercializado no Brasil. (BRITO et al., 2000). Segundo Lawrence, as
espécies botanicas mais frequentemente utilizadas na producéo de 6leo séo: C.
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reticulata (70%), C. guianensis (10%), C. multijjuga (5%) e C. officinalis (5%). (VEIGA
JUNIOR et al., 2007).

Estudos fitoquimicos mostraram a presenca de 6leos essenciais em torno de
08% (B-cariofileno; 6xido de cariofileno; B-elameno; alfa-cis-bergamoteno; ar-
curcumeno e alfa-trans-bergamoteno) e uma mistura de diterpenos em torno de 70%
(acidos caurendico e polialtico) (PAIVA et al., 2004a, 2004b; SILVA et al 2009).

No entanto, o acido caurendico é um dos varios diterpenos encontrado no 6leo
de copaiba. O Acido caurenodico (ent-kaur-16-en-19-6ico) foi descrito pela primeira
vez em 1971 por Ferrari et al. No entanto, este acido foi detectado apenas em
oleorresinas de copaiba em 1998 por Braga et al. que isolou-o de C. cearensis
usando cromatografia de troca ibnica. Embora este diterpeno esta presente em
cerca de 30% de oleorresinas de copaiba que, por vezes, pode nao ser detectado
por GC porgque o seu tempo de retencdo é semelhante ao do acido copalico,
resultando na co-eluicdo. Entretanto, algumas vezes nédo € possivel distinguir o

acido caurendico (ou o copalico)].

N&do obstante, diversos estudos tém demonstrado o amplo espectro de
atividades biologicas do &cido caurenodico, como por exemplo: atividade
antibacterina (VELIKOVA et al., 2000); atividade anticonvulsivante (OKOYE et al.,
2013); atividades anti-inflamatéria, antioxidante e antiliperoxidativa (PAIVA et al.,
2003); atividades analgésicas e anti-inflamatorias do ac. Caurendico (CHAVAN et
al., 2012); atividade leishmanicida (SANTOS et al., 2013); atividade moluscicida e
cercaricida (Schistosoma mansoni) (MEDINA et al., 2009); atividades antiparasitarias
e antimicrobiana, in vitro (BOAKYE-YIADOM et al.,, 1977; DAVINO et al., 1989;
BATISTA et al., 1999; DE MELO et al., 2001; WILKENS et al., 2002; COTORAS et
al., 2004)

Todavia, Vérios estudos farmacolégicos foram realizados com &cido kaurane
para determinar atividades relaxantes da musculatura uterina , anti-inflamatoérias ,
bactericida e , efeitos citotdxicos, atividade contra tripomastigota de Trypanosoma

cruzi , inducdo de genotoxicidade e efeitos vasodilatadores. (LEANDRO et al.,2012)

Entretanto, o efeito relaxante da musculatura uterina conferido pelo acido
caurenodico foi reportado por Cunha et al., (2003) De acordo com estes autores o
acido caurendico exerce esse efeito relaxante, principalmente, através do bloqueio

do célcio e, em parte, abrindo os canais de potassio ATP-sensitivo. De acordo com



25

Cavalcanti et al., ( 2006) o acido caurendico tem atividade prejudicial ao DNA em
cultura de fibroblastos de hamster chineses, sob condicbes de ensaios cometa.
Costa-Lotufo et al. (2002) indicaram o potencial citotéxico do &cido caurendico
através da destruicdo de embrides de ourico do mar, da inibicdo do crescimento de
células tumorais e da hemolise de eritrcitos humanos e de ratos. Atividade anti-
inflamatoria do acido caurendico foi reportada por Paiva et al. (2004) que isolou este
acido do oleorresina de C. langsdorffii Desf., tendo observado que o acido
caurenoico preveniu a leséo tecidual em colite induzida por acido acético em modelo
em rato, um efeito observado por outros autores, através de trocas bioquimicas,
histologicas e macroscopicas, Foi observado, também, que o &cido caurendico
proveniente do oleorresina da C. paupera apresentou atividade antibacteriana contra
B. subtilies, S. aureus e S. epidermides. (LEANDRO et al., 2012). No entanto,
quando testado em esperma humano, o &cido caurendico diminuiu a motilidade dos

espermatozoides, sendo, apenas, fracamente espermicida (VALENCIA et al., 1986).

Contudo, plantas que pertencem aos géneros Copaifera, Annona, Mykania e
Xylopia spp. sdo ricas em acido caurendico; no entanto, o acido caurenoico utilizado
nesse trabalho é proveniente da Copaifera langsdorffii Desf. (CAVALCANTI et al.,
2006).
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Figura 2. Estrutura quimica do acido caurengico

Fonte: Costa-Lotufo et al., 2002

A L-arginina, acido (L) 2-amino-5-guanidinovalérico, € um solido branco e
cristalino, praticamente inodoro, de alto ponto de fusdo, devido aos dois grupos
polares, solGvel em &gua e sensivel a luz (WU et al., 2000) E um aminoécido
classificado como semiessencial, podendo ser sintetizado a partir da alimentac&o ou
produzido endogenamente (WIESINGER , 2001). A arginina esta presente em varias
fontes alimentares, como as sementes (girassol e abobora) e castanhas (améndoas,
nozes, amendoim e coco), a granola, o germe de trigo, os derivados do leite (queijo,
ricota e iogurte), as carnes (boi, aves, peixe e porco), frutos do mar e a soja.
(WELLS; EVERETT,2005; PADDON-JONES; BORSHEIM; WOLFE, 2004). A L-
arginina € um aminoacido chave quando se consideram as interrelacbes metabdlicas
entre diferentes tipos de células. No figado, quando reconvertida em ornitina pela
acdo da arginase, desempenha um papel importante no ciclo da uréia, removendo 0
excesso de amoOnia do organismo, ou serve, ainda, como precursora na formacao de
poliaminas. No interior dos macrofagos e outras células imunolégicas, a L-Arginina
utilizada na formacdo de elementos como interleucinas, interferon e outros que,

atuam no sistema de defesa de varias doencas, incluindo as de origem
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cancerigenas (NOVAES; BEAL, 2004). A L-arginina é, também, um dos aminoacidos
importantes na sintese de creatina, um substrato essencial no metabolismo
energético do musculo, dos nervos e testiculos (DURANTE; JOHNSON; JOHNSON,
2007; WIESINGER , 2001). Outra funcdo importante da L-arginina esta relacionada
com a sintese de Oxido nitrico, molécula gasosa que, entre outras atividades,
desempenha acdo direta no musculo liso vascular, promovendo a vasodilatacéo
(WIESINGER , 2001; MARLETTA, 1993)

A L-arginina é um aminoacido essencial para ratos em crescimento, e embora
possa ser sintetizada pelo organismo do animal ndo serd suficiente para suprir a
demanda do crescimento normal (VANNUCCHI; IGLESIAS; JORDAO, 1998). A L-
arginina possui numerosos e peculiares efeitos farmacoldgicos como o estimulo na
liberacdo do horménio de crescimento e inducdo da liberacdo de insulina e IGF-1
(Fator de Crescimento Insulina Simile). Este fator de crescimento esta presente no
figado, plasma e fibroblastos e estimula a sintese de proteoglicanos sulfatados,
colageno e a proliferacdo de fibroblastos (BARBUL, 1990; FAINTUCH, 1995;
COHEN , 1999). Estimula, também, a liberacdo da prolactina, e glucagon. Apés o
trauma, a L-arginina ajuda a manter funcionante o sistema imune mediado pelas
células T, ou anula eficientemente a supressdo imune associada com a injdria. Tem
também efeito benéfico no catabolismo protéico pés-injuria (BARBUL , 1990). Em
roedores e pacientes que foram traumatizados por cirurgias, a L-arginina aumenta a
retencdo de nitrogénio através da reducao de sua perda pela urina (ELSAIR, 1978;
BARBUL, 1981). Assim a suplementagao de L-arginina na dieta reduz o catabolismo
protéico e aumenta a resposta imune dos ratos apés o trauma (KIRK ; BARBUL,
1990). A suplementacao de L-arginina aumenta o peso do timo através do aumento
do namero de linfécitos e a resposta dos mesmos, a estimulagcdo mitogénica. Nos
ratos, em sepse, a suplementacdo também aumenta a sintese hepética de histonas
e a sintese de proteinas de fase aguda (LEON ,1991). Seifter et al. 1978,
demonstraram que suplementos de L-arginina preveniam a perda de peso durante o
periodo pds-operatério em ratos submetidos a procedimento cirargico. Além disso,
eles demonstraram que um suplemento de 1% de arginina aumentava a forca ténsil
do tecido lesado e a deposicdo de colageno reparativo. Anos mais tarde, foi
demonstrado, em humanos sadios voluntarios, que doses farmacolégicas de L-

arginina aumentam significativamente a quantidade de hidroxiprolina. (BARBUL,
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1990). A hidroxiprolina esta presente quase que exclusivamente no coladgeno,
indicando que a L-arginina aumenta a sintese de colageno reparativo.

No entanto, a arginina é um aminoacido ndo essencial processado
metabolicamente pelo ciclo da uréia e envolvida em mdltiplos distirbios metabdlicos
e processos bioldgicos, incluindo liberacdo de varios horménios, resposta imune, a
regulacdo da inflamacéo, a sintese de coldgeno durante a cicatrizacéo de feridas, e
biologia do tumor. A L-arginina € o precursor para a formacao de 6xido nitrico (NO),
uma molécula de sinalizacdo importante envolvida na neurotransmissao, Além disso,
a arginina € um substrato metabodlico essencial para as células do sistema
imunolégico e exigida para a funcdo normal do linfécito. Arginina e NO sé&o criticos
para a fisiologia normal do trato gastrointestinal. Varios estudos tém sugerido que a
formacédo enddgena de Oxido nitrico mantém a integridade da mucosa do intestino e
protege o mesmo a partir de lesdes de toxinas transmitidas pelo sangue e tecidos
mediadores destruidores. Em um estudo recente, demonstrou-se que a arginina por
via oral diminui a lesdo intestinal causada por endotoxemia devido a um
lipopolissacarideo em um rato. Em outro estudo, foi demonstrado que a
administracdo oral de arginina melhora a recuperacdo da mucosa intestinal
seguindo a lesédo de isquemia / reperfusédo em ratos. Em uma revisao recente, foi
descrito que a administracao perioperatdria de dietas suplementadas com arginina,
em pacientes cirargicos eletivos resulta em uma reducdo substancial em
complicacBes infecciosas e menor tempo de permanéncia hospitalar, sem nenhum
efeito global na mortalidade em comparacdo com o tratamento padrao.
(KOPPELMANN et al., 2012).

Todavia, a L-arginina, foi identificada pela primeira vez em extratos de mudas
tremoco estiolados por Schultz e Steiger em 1886. A L-arginina € um amino&cido
sintetizado a partir de glutamina, glutamato e prolina através do eixo intestinal-renal
em seres humanos e na maioria de outros mamiferos, incluindo suinos, ovinos e
ratazanas. Ha provas convincentes de que a L-arginina regula o metabolismo de
substratos de energia interérgdos, e que a suplementacdo através da dieta ou
administracdo intravenosa de L-arginina melhora as respostas cardiovasculares , a
vasodilatacdo insulina-dependente ; bem como, o perfil metabdlico. Os grandes
efeitos sobre o Ultimo parece ser particularmente relevante em individuos em risco

de desenvolver diabetes do tipo 2, devido aos efeitos benéficos sobre a
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sensibilidade a insulina e sobre a disfuncdo endotelial, pois € sabido que a
resisténcia a insulina no sistema vascular poderia preceder o desenvolvimento do
metabolismo da glicose, alteracdo e resisténcia a insulina no figado, musculo e
tecido adiposo.Tem sido mostrado recentemente que a longo prazo, por via oral, a
administracdo de L-arginina melhora a sensibilidade a insulina, metabolismo da
glicose e a funcdo endotelial em pacientes diabéticos tipo 2 e em individuos
cardiopatas com tolerancia a glicose diminuida. (MONTI et al., 2012)

Também, ha ampla evidéncia de que os aminoacidos individuais utilizados em
doses farmacologicas podem modificar o metabolismo e modular a fungdo imune
durante a sepse (NEILLY et al., 1994). Destes, a arginina tem mostrado aumentar a
funcdo imune sistémica. Embora, possa ser sintetizado endogenamente em muitos
mamiferos, incluindo os seres humanos (RATNER, 1973), através do ciclo de Krebs,
mais do que é obtido a partir da dieta. No entanto, apds uma grande cirurgia, trauma
e sepse, a homeostasia normal do aminoacido intra e extracelular é perturbada, com
a consequente diminuicdo das respostas metabdlicas e fisiolégicas para que a
suplementacao de arginina possa ser necessaria (NEILLY et al., 1994). (RISHI et al.,
2011)

No entanto, a L-arginina € um aminoacido que serve como um substrato para
a producdo de oOxido nitrico e foi demonstrado produzir vasodilatacdo endotélio-
dependente sustentado em pacientes e, de induzir angiogénese em experimento
com animais. A administracado de L-arginina melhora a tolerancia ao exercicio em
pacientes sintomaticos com doenca vascular periférica, e pode ser benéfica em
pacientes em condi¢cdes caracterizadas por funcdo endotelial alterada tais como
doenca arterial coronariana, hipertensao arterial, hipercolesterolemia, hemocistinaria
e diabetes. (KOKOROWSKA-TIMEK et al., 2004)

N&o obstante, o 6xido nitrico (NO) é um radical fraco produzido a partir da L-
arginina via isoformas da éxido nitrico sintase (NOS), a NOS constitutiva neuronal
(tipo 1, nNOS), NOS induzivel (tipo 2, INOS) e a NOS endotelial (tipo 3, eNos).
Existem muitas fungbes importantes de NO no corpo humano, por exemplo, a
concentragdo inadequada de oOxido nitrico leva a vasoconstricdo dos vasos
intestinais, que pode levar a isquemia e uma predisposicdo a enterocolite
necrotizante; o 6xido nitrico atua como neurotransmissor para neurdnios entéricos
ndo adrenérgicos ndo colinérgicos e a inadequacgdo de 6xido nitrico pode alterar a

motilidade intestinal. O o6xido nitrico inibe as ac¢des de leucdcitos e altera as
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respostas inflamatérias nos intestinos. Portanto, a concentracdo normal de oxido
nitrico no trato gastrintestinal € muito importante. A L- arginina € um aminoacido
cationico semiessencial, a qual é utilizada como substrato na sintese de 6xido nitrico
e citrulina, através da oxidacdo da L- arginina, catalisada pela enzima 6xido nitrico
sintetase (NOS). Comparadas com crian¢as a termo amamentadas, as criangas pre-
termo tem baixos niveis de arginina. A suplementacdo de arginina pode ajudar na
prevencdo de enterocolite necrotizante, promovendo a sintese de o6xido nitrico.
(CEKMEZ et al.,, 2012). O o6xido nitrico exerce acao pleiotropica no organismo,
sendo importante no controle da agregacdo plaquetaria, resisténcia e crescimento
vascular, no ritmo de filtracdo glomerular e processos inflamatorios, dentre outros.
Nas células endoteliais, a L-arginina, que € um aminoacido essencial e sofre a acao
de uma enzima produzida no endotélio, a 6xido nitrico sintase (eNOS). Uma vez que
a L-arginina é o substrato para a producao do 6xido nitrico, estudos tém testado a
hip6tese de que a suplementacdo deste aminoacido poderia melhorar a funcéo
endotelial. Varios destes estudos tém associado a suplementacéo de L-arginina com
reducdo da presséao arterial. Além disso, outros beneficios, como melhoria do fluxo
sanguineo e reducdo da agregacdo plaquetédria, tém sido atribuidos a

suplementacao de L-arginina em modelos animais e humanos. (LIMA et al., 2012)

Por conseguinte, a L-arginina € classificada como um semi-essencial ou
condicionalmente aminoacido essencial com inumeros papéis no metabolismo
celular. Ela serve como um intermediario na solucédo de Krebs-Henseleit, do ciclo da
ureia e como precursor para a biossintese de proteinas, o Oxido nitrico, creatina,
poliaminas e L-glutamate. Em algumas condi¢cdes de estresse que pde uma maior
demanda sobre o corpo para a sintese de L-arginina, a mesma torna-se essencial, €,
em seguida, € muito importante para assegurar a ingestdo adequada de aminoacido
para satisfazer o aumento de demandas fisiol6gicas criadas por estas situacoes.
Condicdes em que a arginina torna-se necessaria inclui periodos de crescimento e
apos a recuperacdo de lesBes. A arginina, também, promove a cicatrizacdo de
feridas. Além disso, a arginina tem varios efeitos imunomoduladores. (EL-SHEIKH,;
KHALIL, 2011)
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Figura 3 — Estrutura quimica da L-arginina
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Fonte: Tsikas, 2005

N&o obstante, o excesso de radicais livres no organismo é combatido por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell
“Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdo
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo”. Os antioxidantes produzidos pelo corpo
agem enzimaticamente, a exemplo da Glutationa Peroxidase (GPx), Catalase (CAT)
e Sulféxido Dismutase (SOD2) ou, ndo enzimaticamente a exemplo de Glutationa
(GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina),
acido diidrolipéico e CoQH2. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o
organismo utiliza agqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), -
caroteno (pro-vitamina-A), acido ascoérbico (vitamina-C), e compostos fendlicos onde
se destacam os flavonoides e poliflavondides (BARREIROS, DAVID, 2006).

A glutationa reduzida (GSH) pode ser considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a
lesdo resultante da exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico,
ozona, radiacao e luz ultravioleta. Além disto, diminui a suscetibilidade a lesao renal

decorrente da isquemia e reperfuséo; atua como transportadora e reservatério da
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cisteina e participa da detoxificacdo de agentes quimicos e da eliminacdo de
produtos da lipoperoxidagdo. Ainda, é requerida para a sintese de DNA, de
proteinas e de algumas prostaglandinas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Diante do que foi abordado, a necrose dos retalhos de pele, ainda, constitui
um desafio ao cirurgido plastico, na tentativa de reparar determinadas lesbes
decorrentes da perda cutanea. Muitas pesquisas foram feitas, utilizando algumas
substancias, com o intuito de atenuar os efeitos do estresse oxidativo, decorrente do
fendbmeno de isquemia-reperfusdo. Assim, os antioxidantes podem funcionar como
um adjuvante terapéutico para os retalhos cutaneos.

Assim sendo, ndo foram encontrados na literatura pesquisada, achados
avaliando o &cido caurendico na isquemia-reperfusdo dos retalhos cutaneos

randomizados em dorso de ratos, conferindo ineditismo e relevancia a esse estudo.
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios do acido caurendico e da
L-arginina sobre o estresse oxidativo que ocorre na confecgéo dos retalhos cutaneos

randomizados, em ratos.
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3 METODO

O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica em
Pesquisa Animal — CEPA, da Universidade Federal do Ceara, em 30 de setembro de
2008, sob o0 numero 64/08. Foram obedecidas as normas estabelecidas pelo Council
for International Organization of Medical Sciences (CIOMS) e os preceitos do
Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal — COBEA.

Foram utilizados 54 ratos jovens (idade: 60+5 dias), puberes, machos
(Rattusnorvegicus : var. albinus, Rodentia, Mammalia), pesando de 170 a 285 g,
peso médio 241,3 g, (Apéndice A), da linhagem WISTAR, saudaveis e bem nutridos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara, criados e
mantidos sob condi¢cdes ambientais e alimentares semelhantes.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, providas de tampa
com grade metdlica de acido inoxidavel e forradas com maravalhas, alojadas em
dependéncias refrigeradas (24+2°C). Observou-se em alternancia dos ciclos
claro/escuro a cada 12 horas. Agua potavel e racdo comercial para ratos
(GuabiNutrilabor®, Mogiana alimentos, Sdo Paulo) foram ofertadas ad libitum até 12
horas antes do experimento. A higienizacdo das gaiolas e 0 exame dos animais
foram realizados diariamente pelo técnico responsavel e pelo pesquisador,
respectivamente.

Os ratos foram, previamente, aclimatados por um periodo de 7 dias antes da
realizacdo do experimento. Os procedimentos cirargicos foram realizados em
ambiente refrigerado, no Laboratério de Cirurgia Experimental do Centro
Universitario Christus - Unichristus

Os 54 ratos foram distribuidos, ao acaso, em trés grupo (n = 18)

Grupo Controle Salina (GC): Constituido por 18 ratos, tratados com solucdo
salina e submetidos aos procedimentos cirlrgicos estabelecidos para todos os
animais.

Grupo Acido Caurenodico (AK): Constituido por 18 ratos, tratados com &cido
caurenoico e submetidos aos procedimentos cirargicos estabelecidos para todos os

animais.



35

Grupo L-Arginina (GA): Constituido por 18 ratos, tratados com L - arginina e,
submetidos aos procedimentos cirdrgicos estabelecidos para todos os animais.

Os animais de cada grupo foram redistribuidos em trés subgrupos, com 06
ratos cada, nomeados de acordo com o tempo de coleta do material para estudo e
morte do animal. (T-0; T-1; T-2) Figura 4

Figura 4 - Distribuicao dos grupos e subgrupos, denominados conforme o tipo de droga utilizada
na pesquisa e o tempo de coleta das amostras e morte dos animais.

DISTRIBUIGAO DOS ANIMAIS

Amostra
(n = 54)
Ratos Wistar

v

Grupo controle Grupo acido- Grupo
Salina (GC) | caurendico (AK) L-arginina (GA)
(n=18) (n=18) (n=18)

O Grupo Controle Salina (GC) foi tratado com solucao salina a 0,9%, na dose
de 5,0ml/kg de peso, sendo 01 dose pré-operatodria 2 horas antes da confeccdo do
retalho cutaneo e, apds o ato cirdrgico, uma dose para o subgrupo T- 1 e seis doses
para o T — 2, administradas diariamente, VO, por gavagem.

O Grupo Acido Caurenéico foi administrado, por gavagem, na dose de
100mg/Kg de peso, em uma solucdo de DMSO a 3%, sendo uma dose pré-
operatoria 2 horas antes da confeccédo do retalho cutaneo e, apds o ato cirurgico,
uma dose para o subgrupo T- 1 e seis doses parao T — 2.

O Grupo L- Arginina foi administrado, por via intraperitoneal, na dose de
05g/Kg de peso, diliida em agua destilada, sendo uma dose pré-operatéria 2 horas
antes da confeccdo do retalho cutaneo e apds o ato cirdrgico, uma dose para o

subgrupo T- 1 e seis doses parao T — 2.



3.1 Desenho do Estudo (Figura 5)

Confeccgao do
Retalho Cutaneo

Tratamento Tempo de
Prévio A Coleta
2h Oh 24h 48h 168h

Figura 5 — Desenho do estudo — Pré e pdés-tratamento com solucdo salina
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(SS), acido caurendico na dose de 100mg/Kg de peso e L-arginina na dose de

05g/Kg de peso; sendo o acido caurendico por via oral (gavagem) e, a L-arginina

por via intraperitoneal — O tempo 0 corresponde ao ato operatério (confeccdo do

retalho cutdneo) - As coletas foram realizadas com 24, 48 e 168 horas apos a

cirurgia e , finalmente, a morte dos animais.

O estudo foi realizado no mesmo horario do dia, em cada grupo experimental,

para evitar-se a variagao circadiana das respostas.
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3.2 O Estudo

Os ratos de cada grupo foram pesados individualmente, ao inicio do
experimento, para obtencdo do célculo dos volumes das diversas substancias
administradas durante o experimento. Tendo sido realizado o célculo, obteve-se o
volume das soluc¢des a serem administradas, via oral, por gavagem e, intraperitoneal
para cada animal. Os animais permaneceram em jejum, com oferta de agua, a partir
de 12 horas que antecederam o procedimento cirdrgico.

A técnica anestésica utilizada foi a combinacdo da ketamina (90mg/kg de
peso corporal), associada a xilazina (10mg/kg de peso corporal), administrados por
via intraperitoneal, mantendo um plano anestésico satisfatério a realizacdo do
procedimento cirdrgico. A profundidade anestésica foi avaliada por parametros
clinicos, como as frequéncias cardiacas e respiratorias, movimentos das narinas ou
outros grupos musculares, o que evidencia superficializacdo do plano anestésico.

Atingindo o plano anestésico satisfatério, o animal era submetido a epilacéo
da regido dorsal e colocado sobre uma prancha de madeira revestida por uma
lamina de plastico fendlico, com extensdo das quatro patas e em decubito ventral.
Em seguida, era demarcado o retalho de pele, de forma retangular, medindo 8,0cm
de comprimento por 2,5cm de largura, de base caudal, tendo como parametro
anatbmico, as cristas iliacas. Esse retalho foi uma modificacdo da técnica descrita
por McFarlane (1965) e utilizado por Sarifakioglu et al. (2004). A marcacédo do
retalho foi realizada com tinta permanente®. Apdés a marcagdo do retalho, fez-se
antissepsia com solucdo de polivinilpirrolidona-iodo, foram colocados campos
cirirgicos e em seguida, com bisturi de lamina 15, a pele foi incisada e o retalho
cutaneo foi elevado, incluindo o paniculo carnoso, equivalente ao tecido subcutaneo
em humano, e logo em seguida, reposicionado e suturado na &rea receptora que
coincidiu com a area doadora do mesmo, com fio de nylon 5-0, pontos separados.
Apds o ato operatério, os animais foram recolocados nas respectivas gaiolas.

Durante o experimento, foram realizadas duas interveng¢des cirurgicas em
todos os grupos: A primeira que, consistiu na confeccdo dos retalhos cutaneos
(elevacdo e reposicionamento na area receptora); a segunda que teve como
objetivo, a coleta de material para analise laboratorial, efetuada de acordo com os

tempos para coleta (T -0; T -1; T -2).
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Para a coleta de material, o animal foi anestesiado, conforme descrigao
acima, em seguida, colocado sobre a prancha de madeira, revestida de plastico
fendlico, em decubito ventral, onde foi retirada a parte central do retalho de pele e
congelada em nitrogénio liquido; sendo que, no retalho cutaneo, foram dosadas as
concentracbes de citocinas IL-1B, TNF-a, Malondialdeido, Glutationa,
Mieloperoxidase, Nitrito/Nitrato (Nox),. Essa coleta foi realizada com 24 horas, apo6s
a confeccao dos retalhos de pele, para os subgrupos T — 0; com 48 horas para os
subgrupos T — 1; e com 168 horas para os subgrupos T — 2. Apés a coleta do tecido,
0s animais foram mortos por hipovolemia.

As figuras 6, 7,8,9 e 10 mostram o desenho do retalho, apos a sutura e no
7°. dia de pos-operatorio, onde foi identificada necrose da parte distal do mesmo.

Figura 6 — Demarcacao do retalho cutaneo no dorso do rato 01 GC

Figura 8 — Retalho cutdneo no dorso do rato, no 7°. dia de pdOs-operatério,

evidenciando necrose distal, do grupo controle salina (solucéo salina).
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Figura 9 - Retalho cutaneo no dorso do rato, no 7°. dia de pdOs-operatério,

evidenciando necrose distal, do grupo acido caurendico.

Figura 10 - Retalho cutaneo no dorso do rato, no 7°. dia de pés-operatorio,
evidenciando necrose distal, do grupo L - arginina.




.O fluxograma apresentado, abaixo,

experimento. (Figura 11)

Figura 11 - Fluxograma do experimento

DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

(:::;?:::;a’ Epilagcao do Marcacao do
xilazina) Dorso Ratalho Cutaneo
ColetaT163 horas Antissepsia
4_0‘;0; (lodopovidona)
Colet(aT4-81 ;\oras Confeccao e Elevagao
Todos do Retalho Cutaneo
Coleta 24 horas Reposicao do Retalho
(T-0) Retorno a galola Cutaneo na area
Todos receptora (Sintese)

3.2.1 Substancias utilizadas
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mostra as etapas cirdrgicas do

A solucdo salina (0,9%) utilizada no estudo foi produzida pela Quimica

Farmacéutica Gaspar Viana (Fortaleza-Ce).

O &acido caurendico foi extraido do 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii

Desf.) pela Professora Nilce Viana Gramosa Pompeu de Sousa Brasil, do

Departamento de Quimica Organica e Inorganica, da Universidade Federal do

Ceara.

L-arginina, (S)-2-Amino-5-guanidinopentanoic acid, fabricado pelo laboratorio

Sigma-Aldrich, USA.
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3.2.2- Coleta do material para anélises laboratoriais

Nos tempos TO, T1 e T2, e para cada grupo de estudo citados anteriormente,
0s animais serdo anestesiados e submetidos a remocéao do 1/3 médio do retalho
cutaneo, medindo aproximadamente 10cm2 de tecido. O fragmento de tecido,
imediatamente depois de retirado sera mergulhado em nitrogénio liquido a cerca
de -190°C e transportado até o Departamento de Morfologia e armazenado no
freezer -80°C para realizacdo da dosagem de mieloperoxidase (MPO),
malondialdeido (MDA), glutationa reduzida (GSH) e Nitrito/Nitrato (Nox). A
deteccdo das citocinas TNF-a, IL-18 , em fragmentos de retalhos cutédneos do
dorso dos animais estudados, serdo determinadas por ELISA, usando o Kit
DuoSet (R&D Systems).

3.2.3 Determinacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) no retalho
cutaneo de ratos.

Os niveis de malondialdeido no retalho cutdneo dos grupos de ratos citados
anteriormente serdo determinados pelo método de Uchiyama e Mihara (1978).
Fragmentos do retalho cutaneo de ratos submetidos aos tratamentos citados
anteriormente serdo homogeneizados com KCI gelado 1.15% para obtencéo de
um homogenato a 10% . Meio mililitro (0,5ml) do homogenato foi pipetado dentro
de um tubo de centrifuga de 10 ml, contendo 3 ml de H3PO,4 (1%) e 1 ml de uma
solucdo aquosa de &cido tiobarbitlrico aquoso (0,6%). Posteriormente, os tubos
foram aquecidos, por um periodo de 45 minutos, em um banho de agua fervendo
e a mistura reacional foi, entdo, resfriada em um banho de agua gelada, seguida
da adicdo de 4 ml de n-butanol. Apés a adicdo de n-butanol, as amostras foram
agitadas por 40 segundos em um misturador "vortex”, e depois centrifugados a
1200 xg, por um periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi mensurado a uma
absorbancia de 520 e 535 nm, em espectrofotobmetro. Os resultados foram

expressos em nmol/g de tecido cutéaneo.
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3.2.4 Determinacdo dos niveis de Glutationa reduzida (GSH) no retalho
cutaneo de ratos.

A dosagem de GSH sera realizada através de determinacdo dos grupos
sufidrilicos néo protéicos (glutationa), de acordo com a metodologia descrita por
Sedlak; Lindsay (1968), das amostras de retalho cutaneo de ratos submetidos aos
tratamentos anteriores citado. A determinacdo da GSH baseia-se na reacédo do
DTNB, com o tiol livre originando o acido 2-nitro-5-tiobenzaico. Inicialmente, 50-100
mg do retalho cutaneo foi homogeneizado em EDTA 0,02 M (1 ml/100 g de tecido)
gelado. A uma aliquota de 400 pl do homogenato foi adicionado 320 pl de agua
destilada, e 80 pl de &cido tricloroacético (TCA) a 50%. Em seguida o material foi
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, seguido de agitacéo e filtracdo. Depois de
centrifugado, 400 pl do sobrenadantes foram misturados a 800 pul de tampéo Tris
0,4 M (pH 8.9) e, por fim, foi adicionado 20 pl de DTNB (5,5 -dithio-bis -2- &cido
nitrobenzoico) a 0,01M. O material foi entdo agitado durante 3 minutos e a
absorbancia foi determina a 412 nm, em espectrofotbmetro. A concentracdo de
GSH/g de tecido foi determinada a partir de uma curva padrdao de glutationa
reduzida, processada de maneira semelhante. Os resultados foram expressos em g
de GSH/g de tecido.

3.2.5 Determinacdo da concentracdo de mieloperoxidase (MPO) no retalho
cutaneo de ratos.

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos
granulos azurofilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador
quantitativo da infiltracdo de neutréfilos nos processos inflamatérios em varios
tecidos, entre eles o tecido cutaneo. Para tanto, 50mg do retalho cutaneo dos grupos
de ratos citados anteriormente serdo pesados e colocados em 1 ml de tampéo de
potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetiiamonio, pH 6,0. Depois foram
homogeneizados em um macerador Politron para obtencdo do homogenato. A
seguir, o homogenato foi centrifugado a 4500 rpm por 12 minutos a 4° C, e 0
sobrenadante foi colhido. A atividade da MPO por mg de tecido foi aferida através da
técnica descrita por Bradley; Christensen; Rothstein (1982), utilizando perdxido de

hidrogénio a 1% como substrato para a MPO. A unidade da atividade de MPO foi
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definida como aquela capaz de converter 1 umol de peroxido de hidrogénio em agua
em 1 minuto. Durante o ensaio, & medida que o peroxido de hidrogénio € degradado
ocorre a producdo do anion superéxido, responsavel pela conversdo de o-
dianosidine em um composto de cor marrom. Os resultados foram expressos como
Unidade (U) de MPO/mg de tecido.

3.2.6 Dosagem de TNF- a, IL-1B no retalho cutaneo de ratos.

Uma amostra do retalho cutaneo dos grupos de ratos citados anteriormente sera
utilizada para a determinacgéo das citocinas presentes, através da dosagem de TNF-
a, IL-1B. O tecido coletado foi homogeneizado em tamp&o para citocinascomo
descrito por Safieh-Garabedian et al., (1995). A deteccéo das citocinasIL-13, TNF-a
foram determinadas por ELISA, usando o Kit DuoSet (R&D Systems).
Resumidamente, placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas por 18h a 4°C
com 100 pul por poco de anticorpo de captura para IL-1B, TNF-a . Posteriormente, as
placas foram lavadas, trés vezes, com 300 ul de tampéo de lavagem e blogueadas
com 100 pl, por poco, de BSA 1%. Apos bloqueio das placas com BSA 1% por 1
hora, 100 pl das amostras ja homogeneizadas e da citocina padréo para TNF- q, IL-
1B foram adicionadas, em duplicata, a cada poco e incubadas por 2 horas a 4 °C.
As placas foram, entdo, lavadas trés vezes com 300 pl de tampao de lavagem e
depois incubadas com anticorpo de detecc¢éo para IL-13, TNF-a ou . Apds o periodo
de incubacéo a 4 °C por 2 horas, as placas foram lavadas novamente por trés vezes
com 300 ul de tampédo de lavagem e incubadas a temperatura ambiente por 20
minutos com 100 ul de estreptavidina diluida de 1:200. As placas foram lavadas
novamente por mais trés vezes com 300 pl de tampéo de lavagem e, depois, 100 pL
da solucdo substrato para revelacdo (Kit DuoSet, R&D Systems Catalog — DY999)
foi adicionado. As placas foram incubadas durante 20 minutos, no escuro a
temperatura ambiente. A Reacdo enzimatica foi parada com a solucdo de parada
(H.SO,4) e a absorbéncia medida a 450nm. Os resultados foram expressos em
pg/mL.
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3.2.7 Dosagem Nitrito/Nitrato no retalho cutaneo de ratos.

O reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em &gua bidestilada,
sulfanilamida 1% em acido fosférico 5%) revela a presenca de nitrito em uma
amostra de homogenato tecidual (fragmento do dorso do animal) por uma reacéo de
diazotizac&o que forma um cromoéforo de cor rGseo, com um pico de absorbancia em
560 nm. Reagentes: Acido Fosforico 5% Sulfonilamide 1% NEED (N-1-
naftiletilenodiamina) 0,1% - C10H14N2x2HCL 75 5.1.3 Preparacdo do Reagente de
Griess 1lvolume de ac. fosférico 5% 1 volume de sulfonilamida 1% em ac. fosférico
5% 1 volume de NEED 0,1% 1 volume de agua destilada. Curva Padréo: Solucdo
estoque de NaNO2 (10mM em tampao). Pesar 6,9mg e dissolver em 10mL de agua
destilada. Foram feitas diluicbes em série e usadas na obtencdo da curva padréo
(100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,76 uM). Protocolo: Para realizacdo do ensaio
foram usados 100 uL do reagente de Griess e adicionados 100 yL do sobrenadante
(amostras previamente centrifugadas) do homogenato a 10% dos segmentos
retirados do dorso do animal. Para o branco foram usados 100 uL do reagente de
Griess e adicionados 100 uL de salina. A leitura da absorbancia foi feita em 540 nm
em leitor de placa. As leituras da absorbancia dos padrdes (y) foram plotadas contra
a concentracao de cada padréo (x), entdo se determinou a equacao da reta, que foi

usada para a determinacéo da concentracao de nitrito em cada amostra.
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3.3 Analise estatistica

Para todas as variaveis, realizou-se uma analise descritiva dos dados
(Apéndice B) onde foram determinadas as curvas de normalidade, aplicando-se o
teste de Kolmorogov-Smirnov. Diferengcas entre os grupos foram determinadas
usando-a andlise de variancia (ANOVA) de um fator (unidirecional) seguida do teste
de Dunnett. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo. Diferencas

significativas foram indicadas por valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 PERDAS DE ANIMAIS

N&o ocorreram Obitos ou outras complicacbes no periodo de observacéo,
durante ou no intervalo dos procedimentos cirurgicos.

4.2 PESOS DOS RATOS

Os pesos individuais dos ratos no inicio do experimento estdo apresentados
no Apéndice A (Tabela 1, Dados brutos). A Tabela 1 contém os valores (pesos
meédios) obtidos na pesagem dos animais de cada grupo. Ndo houve uniformidade
entre os pesos médios dos grupos. O maior valor foi obtido (267,2) foi no GC,
enguanto que o menor peso médio foi encontrado no GA (199,4).

Tabela 1 - Peso médio dos ratos utilizados no estudo

Grupos n Peso médio (XxDP) @
GC - Grupo controle 18 267,2+3,19
GK - Grupo ac. caurenoico 18 249,7+3,34**
GA - Grupo L-arginina 18 199,4+4 53***

FONTE: O Autor (2014)
NOTA: n=numero de ratos de cada grupo
#X+DP = média + desvio padréo
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4.3 EFEITOS DA ISQUEMIA/REPERFUSAO EM RETALHOS CUTANEOS
RANDOMIZADOS

4.3.1 Efeitos sobre a expresséo de IL-1 na pele dos ratos

O acido caurenoico promoveu diminuicdo significante da expressao de IL-1,
decorridas 24h e 48h da construgdo do retalho cutdaneo randomizado. N&ao
ocorreram alterac@es significantes no grupo GA. (Tabela 2, Figuras 12-14).

Tabela 2 - Efeitos do acido caurendico e da Il-arginina sobre as
concentracoes de IL-1 na pele (pg/mg) de ratos sadios comparados ao
respectivo controle (GC), decorridas 24h, 48 e 168 h da construcdo do
retalho cutaneo randomizado

Grupos Pontos temporais
24 h | 48 h | 168 h
GC 358,0+105,7 332,688,58 209,5+32,15
AK 173,5+30,53 ** 169,1+55,94** 154,9+32,05
GA 274,81+01,1 239,9+73,32 214,0£62,31

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT

**p<0,001 comparados ao controle (GC)

Figura 12 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre
as concentragcfes de IL-1 na pele (pg/mg) de ratos sadios
comparados ao controle (GC), decorridas 24h da construcéo
do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT ** n<0,001 - comparado ao controle (GC)



Figura 13 - Efeitos do acido caurenoico, da l-arginina sobre
as concentracbes de IL-1 na pele (pg/mg) de ratos sadios
comparados ao controle (GC), decorridas 48h da construcao
do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT ** p<0,001 - comparado ao controle (GC)

Figura 14 - Efeitos do &cido caurenoico, da l-arginina sobre as
concentracbes de IL-1 na pele (pg/mg) de ratos sadios
comparados ao controle (GC), decorridas 168h da construgéo
do retalho cutaneo randomizado

<= 300+

[o9]

(o}

—

(2] —

he]

o 2004

@©

—~

o

g 100

(@]

o

~

<

= o0 T
C’)O

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT * p<0,05- comparado ao controle (G1)
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4.3.2 Efeitos sobre a expressédo de TNFa na pele dos ratos

O acido caurendico promoveu diminuicao significante da expresséo de
TNFa, decorridas 24h e 48h da construcao do retalho cutaneo randomizado.
N&o ocorreram alteracdes significantes no grupo GA em nenhum dos pontos
temporais estudados (Tabela 3, Figuras 15-17).

Tabela 3 - Efeitos do acido caurenoico e da Il-arginina sobre as
concentragbes de TNFa na pele (pg/mL) de ratos sadios comparados ao
controle (GC), decorridas 24h, 48 e 168 h da construcdo do retalho cutaneo
randomizado

Grupos Pontos temporais
24 h | 48 h | 168 h
GC 193,9+40,53 208,7+58,13 195,8+59,00
AK 115,1+33,94** 105,4+25,93** 177,2+34,10
GA 189,0+41,90 191,0+41,71 182,9+42,86

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT

*  p<0,05 -**p<0,001 comparados ao respectivo controle (GC)

Figura 15 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre
as concentragbes de TNFa na pele (pg/mL) de ratos sadios
comparados ao controle (GC), decorridas 24h da construcéo
do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT **p<0,001 - comparado ao controle (GC)



Figura 16 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre
as concentracbes de TNFa na pele (pg/mL) de ratos sadios
comparados ao controle (GC), decorridas 48 h da construcéo
do retalho cutadneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT **p<0,001 - comparado ao controle (GC)

Figura 17 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre
as concentragdes de TNFa na pele (pg/mL) de ratos sadios
comparados ao controle (GC), decorridas 168 h da construcéo
do retalho cutaneo randomizado.
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT. Diferencas néo significantes p>0,05
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4.3.3 Efeitos sobre a concentracdo de MDA na pele dos ratos

O acido caurendico e a L-arginina promoveram diminuicao
significante da concentragdo de MDA, decorridas 24h da construgdo do
retalho cutdneo randomizado. Decorridas 48h do uso do &cido caurenoico
houve reducgéo da concentracédo de MDA (Tabela 4, Figuras 18-20).

TABELA 4 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre as
concentracfes de MDA na pele (umol/tecido) de ratos sadios comparados
ao controle (GG), decorridas 24h da construcdo do retalho cutaneo
randomizado

Grupos Pontos temporais

24 h 48 h 168 h
GC 0,056+0,011 0,031+0,008 0,027+0,010
AK 0,011+0,003*** 0,015+0,004** 0,031+0,013
GA 0,017+0,008*** 0,027+0,011 0,044+0,010*

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT

*  p<0,05,- *p<0,001 , ***p<0,0001 - comparado ao respectivo controle
(GC)

Figura 18 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre
as concentracdes de MDA na pele (umol/tecido) de ratos
sadios comparados ao controle (GC), decorridas 24h da
construcédo do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014) Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT
**p<0,001 - comparado ao respectivo controle (GC)



Figura 19 - Efeitos do acido caurenoico e da l|-arginina sobre
as concentracbes de MDA na pele (umol/tecido) de ratos
sadios comparados ao controle (GC), decorridas 48h da
construcao do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT **p<0,001 - comparado ao controle (GC)

Figura 20 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre
as concentracdes de MDA na pele (umol/tecido) de ratos
sadios comparados ao controle (GC), decorridas 168h da
construgao do retalho cutédneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT **p<0,05 - comparado ao controle (GC)
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4.3.4 Efeitos sobre a concentracéo de tiois ndo protéicos -(NPSH) na pele dos
ratos

O acido caurendico e a L-arginina promoveram aumento significante da
concentracdo de tiois ndo protéicos (NPSH), decorridas 24/48h da construcao
do retalho cutaneo randomizado. Decorridas 168h somente o acido
caurenoico induziu um aumento da concentracdo de NPSH. (Tabela 5, Figuras
21-23).

Tabela 5 - Efeitos do acido caurenoico e da I-arginina sobre as concentracdes
de tiois ndo proteicos (NPSH) na pele (nmol de NPSH/mg de proteina) de
ratos sadios comparados ao controle (GG), decorridas 24h da construcdo do
retalho cutaneo randomizado

Grupos Pontos temporais
24 h | 48 h | 168 h
GC 7,185%3,66 5,830+2,99 9,700%2,73
AK 21,220+4,59%** 19,9203, 75% 15,300+5,61*
GA 14,570+4,98* 12,710+5,83* 6,6701,64

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ TUKEY

*  p<0,05,- ***p<0,0001 - comparados ao respectivo controle (GC)

Figura 21 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre as
concentracfes de tiois ndo proteicos (NPSH) na pele (nmol de
NPSH/mg de proteina) de ratos sadios comparados ao controle
(GG), decorridas 24h da construcéo do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: FONTE: O Autor (2014)Nota: Teste: ANOVA/
DUNNETT

*p<0,05 e ***p<0,0001 - comparados ao
respectivo controle (GC)
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Figura 22 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre as
concentracbes de tiois ndo proteicos (NPSH) na pele (nmol de
NPSH/mg de proteina) de ratos sadios comparados ao controle
(GG), decorridas 48h da construgcdo do retalho cutaneo
randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT
***n<0,001 - p<0,05, comparados ao respectivo controle (GC)

Figura 23 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre as
concentracOes de tiois ndo proteicos (NPSH) na pele (nmol de
NPSH/mg de proteina) de ratos sadios comparados ao controle
(GG), decorridas 168h da construcdo do retalho cutaneo
randomizado
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FONTE: O Autor (2014)

Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT, p>0,05, comparado ao respectivo controle (GC)
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4.3.5 Efeitos sobre a atividade da MPO na pele dos ratos

O acido caurendico promoveu diminuicdo significante da atividade de
MPO, decorridas 24h/48h da construcéo do retalho cutaneo randomizado. Nao
foram observadas diferencas significantes apo6s. 168h da construcdo do
retalho cutaneo randomizado. (Tabela 6, Figuras 24-26).

TABELA 6- Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre a atividade da
MPO na pele (U MPO/g tecido) de ratos sadios comparados ao controle
(GG), decorridas 24h/48h/168h da construcdo do retalho cutaneo
randomizado

Pontos temporais

Grupos

24 h | 48 h | 168 h
GC 4,312+2 51 3,849+1,93 2,539+2,20
AK 0,867+0,39* 0,734+0,55* 2,289+1,26
GA 3,741+1,55 2,943+1,64 2,404+1,40

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT

*  p<0,05,- comparados ao respectivo controle (GC)

Figura 24 - Efeitos do é&cido caurenoico e da l-arginina
sobre atividade de MPO,na pele (U MPO/g tecido) de ratos
sadios comparados ao controle (GC), decorridas 24h da
construcédo do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)

Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT, *  p<0,05- comparados ao
respectivo controle (GC)

*  p<0,05,- - comparado ao respectivo controle (GC)
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Figura 25 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina
sobre atividade de MPO,na pele (U MPO/g tecido) de ratos
sadios comparados ao controle (GC), decorridas 48h da
construcéo do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT **p<0,01 - comparados ao respectivo controle (GC)

Figura 26 - Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre
atividade de MPO, na pele (U MPO/g tecido) de ratos sadios
comparados ao controle (GC), decorridas 168h da construcdo do
retalho cutdneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT - Diferencas ndo significantes,p>0,05



4.3.6 Efeitos sobre arelagéo nitrito/nitrato na pele dos ratos

Houve diminuicdo significante da relacdo nitrito/nitrato em todos os
grupos estudados, apos 24h da construcdo do retalho cutédneo. Houve
aumento significante da relacao nitrito/nitrato apds 168h no grupo GA (Tabela
7, Figuras 27-29) .

TABELA 7 - Efeitos do acido caurenoico e da I-arginina sobre a relacado
nitrito/nitrato na pele (UM) de ratos sadios comparados ao controle (GC),
decorridas 24h, 48 e 168 h da construcdo do retalho cutaneo randomizado

Grupos Pontos temporais
24 h \ 48 h \ 168 h
GC 13,6+4,87 3,86+2,95 1,96+2,71
AK 6,67+3,00 ** 3,432,69 2,68+4,94
GA 3,83+2,38%** 1,28+3,41 13,9+8,85*

FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT

**p<0,001, -***p<0,0001  comparados ao respectivo controle (GC)

Figura 27- Efeitos do &cido caurenoico e da l-arginina sobre
a relacao nitrito/nitrato na pele (uM) de ratos sadios
comparados ao controle (GC), decorridas 24h da construgao
do retalho cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT, **p<0,01, -***p<0,001
comparados ao respectivo controle (GC)
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Figura 28- Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre a
relag&o nitrito/nitrato na pele (uM) de ratos sadios comparados
ao controle (GC), decorridas 48h da construcdo do retalho
cutéaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT, diferencgas ndo significantes

Figura 29- Efeitos do acido caurenoico e da l-arginina sobre a
relagc&o nitrito/nitrato na pele (uM) de ratos sadios comparados
ao controle (GC), decorridas 168 h da construcdo do retalho
cutaneo randomizado
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FONTE: O Autor (2014)
Nota: Teste: ANOVA/ DUNNETT, **p<0,01 comparado ao
respectivo controle (GC)
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5 DISCUSSAO

O rato foi o animal de experimentacdo escolhido para esse estudo. E um
mamifero de baixo custo, apresenta elevada resisténcia a infeccdo e ao trauma
cirtrgico (FESTING,1979) e, ja foi utilizado por grande nimero de pesquisadores, no
estudo dos efeitos da isquemia-reperfusédo em retalhos cutdneos randomizados do
dorso (Quadro 1, Anexo A). Optou-se por utilizar animais em um intervalo de peso
entre 150g e 300g, cuja normalidade da distribuicdo desse peso no experimento foi
comprovada pelo teste de Kolmorogov-Smirnov (Apéndice B).

A técnica anestésica utilizada consistiu na associacdo do cloridrato de
ketamina (90mg/kg de peso corporal) com xilazina (10mg/kg de peso corporal),
administrados por via intraperitoneal, técnica utilizada por alguns autores
(GHAVAMI; NUTT; HARDY, 2002; SARIFAKIOGLU et al., 2004; AYDOGAN et al.,
2006; MEIRER et al., 2007). O cloridrato de ketamina (ketalar) cuja dose varia entre
15 a 100mg/kg, dependendo da via de administrcdo e da associacdo deste com
outros anestésicos, produz um tipo de anestesia dissociativa entre o coértex e o
talamo. Causa analgesia, sem perda total dos reflexos protetores.(SCHANAIDER;
SILVA, 2004). A xilazina (Rompum) ¢ utilizada na dose de 3 a 10mg. A combinagéo
ketamina e xilazina por via intramuscular ou intraperitoneal, mantém o animal em
plano anestésico de 40 a 60 minutos, com possibilidade de reforco da dose, caso se
prolongue o tempo cirdrgico.(SCHANAIDER; SILVA, 2004).

Nesse estudo foi utilizado, como modelo experimental, o retalho cutaneo
randomizado do dorso do rato, medindo 8cm de comprimento por 2,5cm de largura,
com base distal. Encontram-se, na literatura cientifica, retalhos de dorso e da face
ventral de ratos, com dimensdes variadas. O modelo utilizado nesse experimento foi
baseado no retalho idealizado por McFarlane (1965), onde consistia em retalho
retangular de dorso de rato, medindo 10cm por 4cm, com base cranial e modificado
por Sarifakioglu et al. (2004), medindo 8cm de comprimento por 2,5cm de largura, de
base caudal. Na regido distal dos retalhos cutaneos randomizados, o fluxo
sanguineo diminui inicialmente, para aumentar significantemente apos as 24 horas
gue se seguem a sua elevacao. Essa regiao (distal) constitui um estado de isquemia
incompleta, com lesédo tecidual (AYDOGAN et al., 2006). No rato, a camada
muscular ou panniculus carnosus é aderida a cutis e frouxamente a fascia profunda,

enguanto que, no ser humano, a gordura superficial ou panniculus adiposus €é mais
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firmemente aderida a fascia profunda. Quanto a irrigacdo cutédnea, essas camadas
sdo comparaveis, pela grande quantidade de vasos presentes (FREIRE et al., 2003;
CYMROT; PERCARIO; FERREIRA, 2004). Entretanto, a elevacéo do retalho de pele
ocasiona um estado hiperadrenérgico, inicialmente; apés a seccdo dos nervos
simpéticos, por acumulo de noradrenalina. A vasoconstricdo resultante induz a
oclusao capilar temporéria, porém, completa. Essas condi¢cdes sdo compativeis, com
a jA bem descrita, sindrome de isquemia e reperfusdo, onde sédo gerados radicais
livres (CYMROT; PERCARIO; FERREIRA, 2004). No entanto, ao longo de um
retalho isquémico existe uma area em que a sobrevida cutanea é esperada (porgcéo
proximal), pois, o aporte de oxigénio € adequado ao metabolismo celular. Em outra
(porcédo distal), a necrose € mais provavel, pela incapacidade de manutencéo
metabodlica necessaria. Entre essas duas, ha uma area denominada de “zona de
transigdo”, submetida a um periodo de isquemia, seguida por gradual reperfuséo,
onde uma adequada manipulacdo farmacoldgica tentaria diminuir a possibilidade de
necrose (CYMROT; PERCARIO; FERREIRA, 2004). Nesse estudo, essa zona de
transicdo no retalho cutaneo do animal, foi a area utilizada para coleta e dosagem
laboratorial do Malondialdeido, glutationa (tidis ndo proteicos), mieloperoxidase, IL-1,
TNF-aq, nitrito/nitrato (Nox)

Todavia, a partir do terceiro dia de pds-operatoério sao identificados sinais de
neovascularizacdo no retalho cutdneo, desde o leito receptor e da area cutanea
vizinha, onde o pediculo secundario estard completo em torno de nove dias
(ALMEIDA et al., 2004). Nesse estudo, o periodo de observacéo final dos retalhos
cutaneos randomizados foi estabelecido no 7°. dia de pds-operatdério, tendo em vista
gue, nessa data, ja estd bem definida a eventual area de necrose, além do processo
de angiogénese e formacdo de neovascularizacdo, a partir do leito receptor e da
area perimetral ja estarem instaladas (ALMEIDA et al., 2004). O acompanhamento
diario dos animais ndo evidenciou qualquer comprometimento da ferida operatoria.

Isquemia/reperfusdo (I/R) é a perda parcial subjacente do retalho. Com a
cirurgia de retalho, tornando-se cada vez mais e mais importante, € importante ter
conhecimento em cirurgia reconstrutiva, das causas de lesdo por
isquemia/reperfusdo a fim de impedi-la. (HEUVEL et al., 2009)

Isquemia € uma condig¢do de fluxo sanguineo inadequado para uma area de
tecido especifico. Caso o periodo de isquemia alcanca a tolerancia do tecido, a

inflamacé&o se desenvolvera, tendo como consequéncia a necrose. Além disso, apos
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a reperfusdo, ocorre uma cascata de eventos fisiopatolégicos resultando em dano
tecidual aumentado. Um grande numero de profissionais médicos, clinicamente, €
confrontado com o efeito da lesdo por isquemia/reperfusdo em diferentes 6rgaos.
Pode causar morbidade do paciente, bem como, a hospitalizacdo prolongada,
aumentando a necessidade de médicos e, portanto, os custos médicos. Além disso,
a lesdo por isquemia/reperfusdo, também, € uma causa importante na disfuncao de
tecidos ou o6rgaos transplantados, levando a insuficiéncia do 6rgao transplantado e
uma maior incidéncia de rejeicdo aguda, bem como, crbnica do transplante.
(HEUVEL et al., 2009)

Um tipo especifico de transplante é a transferéncia de retalho livre em cirurgia
reconstrutiva. Esta € uma forma de transplante aut6logo, onde o tecido é transferido
para outra parte do corpo do paciente. O transplante de retalho livre € bem sucedido
em 90 a 95% dos casos. No entanto, embora a cirurgia de retalho é, geralmente,
bem sucedida, uma porcentagem pequena dos pacientes mostram sinais de lesao
poOs-operatdria por isquemia/reperfusdo. As vezes, isso pode resultar em perda
parcial ou completa do retalho, o que pode ser traumatico para o paciente. O
transplante autdlogo é diferente de outros tipos de transplante porque as reacdes
imunolégicas podem ndo ocorrer, consequentemente ndo havendo a rejeicéo.
Portanto, o retalho livre € um modelo ideal para estudar os efeitos isolados da lesdo
por isquemia/reperfusdo. (HEUVEL et al., 2009)

Durante a isquemia e especialmente durante a reperfusdo, espécies reativas
de oxigénio (ROS) sao produzidas. As ROS incluem ions de oxigénio, os radicais
livres e peréxidos e iniciam danos consequentes ao fendmeno isquemia/reperfuséo.
Eles sdo derivados de dois diferentes processos: 0 sistema xantina oxidase em
células do endotélio e o sistema oxidase fosfato dinucleétido nicotinamida e
adenina (NADPH) em neutrdéfilos. A formacdo de ROS em neutréfilos durante a
isquemia/reperfusdo sao referidas como uma ruptura respiratéria. As ROS que séo
formadas durante a reperfusdo podem causar uma série de alteracbes que
prejudicam a microcirculagdo, por exemplo, edema das células do endotélio,
vasoconstriccdo e aumento da permeabilidade capilar. Estes mecanismos foram
demonstrados em estudos em animais. No entanto, durante a isquemia de retalho
de pele ha um significativo aumento da regulag¢édo do sistema xantina oxidase. Este
sistema é provavelmente uma das principais fontes de producédo de ROS durante a

isquemia. A administragdo sistémica de alopurinol, que inibe o sistema de xantina
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oxidase, reduz a formacdo de ROS e significativamente, aumenta a taxa de
sobrevivéncia dos retalhos de pele de rato. (HEUVEL et al., 2009)

Antioxidantes sdo compostos que possuem a capacidade de neutralizar ROS
e assim evitar danos aos tecidos. Eles doam elétrons para liberar radicais para essa
finalidade. Alguns antioxidantes sdo produzidos endogenamente no corpo (e. g.,
glutationa (GSH), ubiquinois, &cido Urico) e outros, sédo fornecidos através da dieta,
os chamados antioxidantes exogenos (e. g., vitamina C e E, acidos graxos,
riboflavina e os carotendides). Antioxidantes podem prevenir dano tecidual por
neutralizacdo de ROS. O aumento da producdo de ROS e ou a diminui¢ao da defesa
antioxidante pode ser definida como estresse oxidativo. E sabido que durante o
estresse oxidativo, ocorre no corpo a regulacdo de antioxidantes enddgenos. No
entanto, durante a reperfusdo, muitas ROS evoluem em um curto periodo de tempo,
inundando, assim, o sistema antioxidante. H4 um rapido consumo de antioxidantes e
concentracfes em declinio no corpo. Esta queda nos niveis de antioxidantes apo6s
isquemial/reperfusdo sugere que os pacientes que sofrem desta condicdo podem se
beneficiar da terapia com antioxidantes. De literatura € conhecido que, a
administracdo de antioxidantes, antes ou durante a isquemia/reperfusdo tem efeitos
protetores e que também melhora o funcionamento de 6rgdos, mesmo a longo
prazo. (HEUVEL et al., 2009)

Estudos em animais mostraram que a administracdo de varios antioxidantes
melhora a sobrevivéncia e a funcdo de retalhos de pele. A GSH, por exemplo, € um
dos mais importantes antioxidantes que protege o corpo do estresse oxidativo. Em
um estudo de retalho em rato, os niveis de GSH foram significativamente menor
apos isquemia/reperfusdo do que em controles. Além disso, a inibicdo da producao
endodgena de GSH durante a isquemia/reperfusdo provoca um aumento nos danos
teciduais. (HEUVEL et al., 2009)

O segundo aspecto importante da lesdo por isquemia/reperfusdo € o macico
influxo de neutrdfilos. O recrutamento de leucécitos durante a reperfusdo é um
processo de varias etapas em que a formacéo de ROS contribui para a quimiotaxia e
ativacdo de moléculas de adeséo que levam a infiltracdo dos neutrofilos. O processo
de extravasamento de leucécitos é dividido em trés passos: rolamento, firme adeséao
e transmigragdo. O rolamento de neutrofilos reduz sua velocidade e estimula o
contato endotelial. Em seguida, os leucocitos aderem firmemente ao endotélio e

finalmente migram para o tecido. (HEUVEL et al., 2009)
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A infiltracdo dos neutrofilos apds isquemia € demonstrado em diferentes
modelos animais de retalhos de pele. A mieloperoxidase € uma enzima que tem
atividade especifica em neutrofilos e € amplamente utilizada como um marcador de
enzima para o grau de influxo dos neutréfilos. Em um estudo em ratos, os retalhos
destinados a sofrer necrose mostraram significativamente uma maior atividade da
mieloperoxidase do que os retalhos que sobreviveram. Os neutrofilos sdo parte da
resposta local inflamatéria e produzem radicais livres através do sistema NADPH
oxidase durante a explosédo respiratéria. A inibicdo do influxo dos neutrdfilos ira
reduzir a quantidade de radicais livres presentes. Tem sido demonstrado que
deplecédo de neutrdéfilos ou inibicdo da ativagdo de neutréfilos atenua fortemente a
leséo por isquemia/reperfusdo. O pré-tratamento com uma droga imunossupressora
reduziu significativamente a infiltracdo dos neutréfilos e melhorou a sobrevivéncia
dos retalhos. Portanto, isso também poderia ser uma chave na prevencédo de lesfes
por isquemia/reperfusdo. (HEUVEL et al., 2009)

O terceiro mecanismo importante da isquemia/reperfusdo € a deplecdo do
oxido nitrico (NO). A L-arginina é um aminoacido que tem efeitos
imunoestimulatérios e melhora a cicatrizacdo e funcdo imunoldgica em pacientes
catabolicos. A L-arginina € um precursor do NO (anteriormente chamado de “fator
relaxante derivado do endotélio”. Em neurdnios e células do endotélio, a L-arginina
é convertida em NO pela enzima NO-sintase (NOS). O NO promove uma protecao;
bem como, prejudicial papel na lesédo I/R. Ele protege os tecidos da lesdo por
isquemia/reperfusao através da regulacdo do ténus vascular, inibicdo da agregacéo
de trombdcitos e adesdo, a inibicdo da adesdo dos leucécitos ao endotélio,
eliminacdo de radicais livres, a manutencdo da permeabilidade vascular normal, a
inibicdo de proliferacdo de musculo liso, o fortalecimento do sistema imunolégico e
estimulacdo da regeneracdo de células do endotélio. No entanto, o NO também
pode agravar a lesdo por isquemia/reperfusdo. Os efeitos contraditérios do NO
podem ser um resultado da expressao de diferentes isoformas de NOS: 'NOS
constitutiva "(cNOS) e' NOS induzivel '(iINOS). A enzima INOS parece contribuir para
0 desenvolvimento da lesdo por isquemia/reperfusao. Acredita-se que por reagir
guimicamente com os radicais de oxigénio para formar peroxinitrito. Isso causa a
peroxidacdo de gordura, levando a danos adicionais na reperfusdo, através de um
aumento da producgéo de radicais livres. A inibicdo da INOS durante a isquemia

neutraliza a lesédo e a necrose dos tecidos. (HEUVEL et al., 2009)
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A produgédo de NO por cNOS normalmente exerce efeitos de protecéo
através da inibicdo da agregacao e adesao de trombdcitos e neutréfilos. No entanto,
no inicio da isquemia, cNOS produz grandes concentracfes de NO, causando uma
deplecdo local do seu precursor, a L-arginina. Como consequéncia desta baixa
concentracdo de L-arginina, o NO pode j4 ndo ser produzido pelo endotélio e,
radicais livres de oxigénio sao produzidos em vez de NO. Estes podem ser
responsaveis por 70% dos radicais livres de oxigénio, que sdo produzidos durante a
reperfusdo. A diminuicdo na concentracdo de NO causa vasoconstricdo, obstrucéo
capilar por neutréfilos e formacao de trombos na microcirculacdo. A administracao
de L-arginina pode ser benéfica em proteger os niveis de cNOS, apoiando assim a
microcirculacdo e melhorando a viabilidade dos retalhos. O papel exato do
metabolismo da arginina/NO na lesdo por isquemia/reperfusdo, ainda ndo esta
claro, porém, mais e mais evidéncias apontam na dire¢cdo de um efeito protetor da
arginina e NO. (HEUVEL et al., 2009)

A Ultima caracteristica importante da isquemia/reperfusdo € a apoptose.
Apoptose € um mecanismo ativamente regulamentado de morte celular e é
caracterizado pela fragmentacao de DNA internucleosomal. Isto ocorre relativamente
tarde no processo de apoptose. A funcdo da apoptose é remover células
redundantes e limpar as células envelhecidas ou danificadas em tecidos
desenvolvidos. O processo de apoptose pode ser reversivel. A necrose, em outras
maos, € um processo de morte celular ndo regulamentado, que é caracterizado por
inflamagé&o. Apoptose e necrose inicialmente foram pensados serem duas entidades
completamente diferentes; no entanto, parece haver semelhancas nos seus
mecanismos de evolugcédo. (HEUVEL et al., 2009)

A reperfusdo € marcada pela inflamacdo e o lancamento do contetdo da
célula, combinando um processo necrotico de morte celular. No entanto, a apoptose
parece contribuir significativamente para a morte celular apdés a lesdo de
isquemia/reperfusdo. Durante a reperfusdo, ROS causam danos ao DNA e as
mitocondrias, os quais sdo os dois poderosos indutores de apoptose. Como
resultado, uma cascata de caspases € ativada. Isso causa mudancas morfolégicas
que sdo associadas com a apoptose, por exemplo, diminuicdo de células.
Notavelmente, a apoptose ocorre sem lise de membrana ou inflamac¢do. Um estudo

com rato confirmou o papel da apoptose, demonstrando um aumento significante no
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tempo critico de isquemia priméria de retalhos fasciocutaneos apos pré-tratamento
com um inibidor da caspase. (HEUVEL et al., 2009)

Entretanto, ainda ndo esta claro se necrose ou apoptose é o tipo dominante
de morte celular apos lesao por isquemia/reperfusdo. Possivelmente € um processo
de apoptose que ndo pode ser concluida e, portanto, se transforma em necrose
secundaria. E conhecido que atrasada ou inibida, a remocédo de células apoptoticas
pelos fagdcitos resulta em necrose secundaria dentro de horas. Esta busca é
suportada pela pesquisa sobre lesdo hepéatica por isquemia/reperfusdo, mostrando
que, durante a primeira hora de reperfusdo o numero de células apoptéticas
aumenta significativamente. No entanto, a quantidade total de apoptose parece ser
menor que 5%. A por¢cdo de necrose, em outras maos, aumenta progressivamente
durante a reperfuséo e parece ser o modo predominante de morte celular. (HEUVEL
et al., 2009)

Nao obstante, o &acido caurendico (4cido ent-kaur-16-en-19-oic,) é um
intermediario na biossintese de numerosas plantas e metabdlitos fungicos
secundarios, incluindo giberelinas, o fitohorménios envolvido na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento de plantas superiores, abundantemente encontrados
em alguns espécies brasileiras como Wedelia paludosa D. C. (Asteraceae), Xylopia
frutescens e glabra de Annona (Annonaceae) e Copaifera langsdorffii. Entre as
atividades biologicas mais recentemente relatadas para o acido caurendico,
destacam-se as antimicrobianas, anti-inflamatéria, anticancerigeno ( efeitos
citotoxicos e agbes antiproliferativas, em culturas de células tumorais, canceres de
mama e de colon em humanos e leucemia), anticonvulsivante antiprotozodrio,
atividade moluscicida, agregacao antiplaquetéaria, analgésico, antifangico, relaxante
do masculo liso, hipoglicémica, citotoxicos e efeitos embriotdxicos. (BATISTA et al.,
2007) (VIEIRA et al., 2002) (OKOYE et al., 2013) (MEDINA et al., 2009) (LIZARTE
NETO et al., 2013) (GIL et al., 2006). Entretando, &cido caurendico foi descrito que
inibe as contracBes induzidas eletricamente em ileo de cobaia; assim como,foi
demonstrado que o acido caurendico exibe acdo antiespasmodica no musculo liso
vascular. O diterpeno inibiu a contracdo induzida por uma unica concentracdo de
KCI e reduziu a contragéo induzida por fenilefrina na artéria carotida de rato isolado
com o endotélio intacto. Mais recentemente, temos provas de que o &cido
caurendico relaxa segmentos do endotélio intacto da artéria carétida de ratos

precontraidos, quer com fenilefrina ou KCI. (TIRAPELLI et al., 2004) Ainda mais,tem
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havido relatos sobre o efeito diurético, vasorelaxante, e anti-inflamatério do acido
caurendico em roedores (CAVALCANTI et al., 2006)

Entretanto, a L-arginina-2-amino-5-guanidino-pentandico €, um aminoacido
proteinogénico condicionalmente essencial, sendo, também, um constituinte natural
de proteinas dietéticas. Uma vez que o isolamento inicial de L-arginina aconteceu
em 1886, pesquisadores tem avaliado seu potencial uso médico. Em adi¢do ao seu
papel no metabolismo das proteinas, a L-arginina esta envolvida em varias vias
metabdlicas, tais como a sintese de creatina, L-ornitina, L-glutamato, e poliaminas. A
descarboxilacdo da L-arginina pode produzir agmatina, um metabdlito das aminas
biogénicas. A L-arginina também esta envolvida em degradacéo da proteina pela via
da ubiquitina-proteassoma. Uma via biologicamente importante envolve a L-arginina
como o substrato de uma familia de enzimas denominadas Oxido nitrico sintases
(NOSs). Trés diferentes isoformas de NOS foram isoladas e nomeadas de acordo
com o tipo de célula da qual foram primeiramente isoladas: (1) NOS neuronal —
NNOS, NOS I[; (2) NOS induzida - INOS, NOS II; e (3) NOS endotelial - eNOS, NOS
lll. Ambos nNOS e eNOS estdo expressas constitutivamente; a sua atividade é
regulada por calcio / calmodulina; e elas ndo produzem a precos baixos.
Recentemente, tem sido observada a regulacdo expressional de eNOS, indicando
que a discriminacdo simples entre enzimas constitutivamente e indutivelmente
expressas ndo é mais correta; no entanto, esta nomenclatura ainda é largamente
utilizada. O mecanismo da reacdo de NOSs envolve a transferéncia de elétron-2 da
molécula de oxigénio, através de um numero de co-fatores para L-arginina,
resultando na liberacdo de NO e L-citrulina. N-hidroxi-L-arginina é formado como um
relativamente estavel produto intermédio desta reacéo. (BOGER, 2014)

No entanto, o NO possui uma gama de papéis criticos na regulacéo da funcéo
de diversos 6rgaos por todo o corpo, dependendo do tipo de célula e tecido e, a
isoforma NOS responsavel. O NO desempenha um papel importante como mediador
adrenérgico, neurotransmissado colinérgica; aprendizagem e memoria; plasticidade
sinptica; e neuroprotecdo. No sistema cardiovascular, o0 NO produzido por eNOS
nas respostas a estimulacdo de mecanorreceptores pelo estresse do cisalhamento
do sangue fluindo é criticamente importante para a homeostase do ténus vascular;
para interagbes entre as células do sangue em circulagdo e da parede vascular,
principalmente trombdcitos e leucécitos; e para a estrutura vascular. Estas fungdes

tém sido avaliadas extensivamente nos ultimos anos. A formacéo prejudicada ou a
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funcdo do NO na vasculatura é um importante fator patogénico no desenvolvimento
de doencas vasculares, tais como a aterosclerose, hipertensdo, diabetes e a
angiopatia. A superproducdo de NO por iINOS, em outras maos, tem sido
demonstrado ser uma das principais causas de perda da resisténcia arterial em
estado de choque séptico. Outro estudo concluiu que a exposi¢do a endotoxina leva
a aorta a liberar uma substancia que causa vasodilatacdo das arteriolas por
regulacdo da iNOS. Por conseguinte, a concentracdo plasmatica da L-arginina é
firmemente regulada e vias metabdlicas que sdo L-arginina dependentes sao critico
determinantes de varias condicfes fisiopatoldgicas.As quantidades relativas de L-
arginina em vérias proteinas variam de 3% a 15%. A proteina de soja, amendoim,
nozes, e peixes sao relativamente ricos em L-arginina, com cerca de 7% dos
aminoacidos sendo a L-arginina em peixes e aproximadamente 15% em nozes. Em
contraste, os cereais sdo fontes de proteina que sdo comparativamente desprovida
de L-arginina, com apenas 3% a 4% ao seu baixo teor em proteina sendo a L-
arginina. Portanto, diferentes habitos alimentares entre as populacbes podem
explicar as diferencas nos niveis plasmaticos de L-arginina em varias partes do
mundo. A gama habitual dos seus niveis de plasma tem sido determinada como 81,6
+ 7,3 mmol / L em homens jovens e 113,7 £ 19,8 nmol / L em homens maduros em
comparacao com 72,4 £ 6,7 mmol / L em mulheres jovens e 88,0 + 7,8 mmol / L em
mulheres maduras. (BOGER, 2014)

Embora os niveis de L-arginina intracelular foram demonstrados serem
consideravelmente mais elevados do que os niveis no fluido extracelular ou plasma,
evidéncias indicaram que a L-arginina extracelular pode ser rapidamente absorvida
pelas células endoteliais e contribuir para a producdo de NO. Além disso, a L-
arginina na dieta é absorvida no intestino delgado e transportada para o figado, onde
a maior parte € retomada e utilizada no ciclo da ureia hepatica; no entanto, uma
pequena parte de L-arginina na dieta passa através do figado e € utilizada como um
substrato para a producédo de NO, como evidenciado por estudos em animal e seres
humanos que utilizaram a L-arginina como precursor. (BOGER, 2014)

Contudo, a L-arginina tem sido extensivamente estudada como um precursor
para a sintese de NO em seres humanos. Um aspecto peculiar destes estudos foi a
de que os primeiros foram realizados com alta doses intravenosas, e doses baixas
tém sido apenas recentemente adotadas em estudos de suplementacdo oral. No

inicio, altas doses resultam de relatérios sobre a capacidade da L-arginina para
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estimular a secre¢do do horménio do crescimento. Uma Unica dose tdo alta como
30 g de L-arginina, administrado por via intravenosa durante um periodo de 30
minutos, foi mostrada para induzir vasodilatacdo em seres humanos. Esta
vasodilatacdo apareceu rapidamente depois do inicio da infusdo para os
participantes saudaveis, e foi reprodutivel em pacientes com doenca arterial e
doenca arterial coronariana, mas, ndo em pacientes com hipertensdo pulmonar
primaria. A vasodilatacdo induzida por L-arginina foi associada ao aumento da
liberacdo de metabdlitos do NO, nitrito e nitrato, em urina. Estes dados sugeriram
que a reacao era NO-dependente; No entanto, estudos posteriores demonstraram
que a liberagdo do hormodnio induzida por tais doses elevadas de L-arginina
também contribuiram para o efeito vasodilatador. Em um estudo, a L-arginina
intravenosa conduziu a um aumento significativo no plasma , da concentracdo do
horménio do crescimento e da insulina, e este efeito enddécrino da L-arginina foi
bloqueada pela confusdo da somatostatina, e o efeito vasodilatador foi parcialmente
abolido. Outro estudo em individuos saudaveis, também, mostrou a liberacdo de
horménio do crescimento apds administracdo intravenosa de L-arginina, e este
efeito foi antagonizado pelo tratamento prévio com octreotida, restaurada pela co-
administragdo do hormoénio do crescimento recombinante com L-arginina. Um
estudo em animais mais recente demonstrou que uma inje¢cdo de arginina-
vasopressina (0,3 nmol / kg) provocou um aumento significativo na secrecao de
hormdnio adrenocorticotréfico e horménio do crescimento, mas a insulina e o
glucagon n&o foram afetados. (BOGER, 2014)

No entanto, embora 0s niveis plasmaticos de L-arginina foram relatados se
manterem inalterados em doenca vascular em todos os estudos, com uma excecao,
€ possivel que a disponibilidade local de L-arginina como um substrato para NOS
pode, contudo, ser reduzido pela atividade da arginase. A arginase utiliza a L-
arginina para a producédo de uréia e ornitina e, portanto, compete com a NOS pela
disponibilidade do substrato. Varios estudos tém demonstrado que a inducdo ou
ativacdo da arginase | ou Il pode conduzir a producdo prejudicada de NO e
disfuncdo endotelial. Embora, surgiram evidéncias de que a acumulacdo de
dimetilarginina assimética(ADMA) prejudica a formacéo de NO em certas condi¢coes
fisiopatolégicas. A relacdo de niveis elevados de ADMA para doenca cardiovascular
foi revisto recentemente. A ADMA compete com a L-arginina pela ligacédo a NOS e,

portanto, antagoniza competitivamente a enzima de atividade catalitica, dando
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origem a hipétese de que a L-arginina pode ser benéfica em pacientes com a ADMA
elevados, mas ndo tem nenhum efeito sobre os mecanismos dependentes de NO
em individuos com niveis baixos ou normais de ADMA. (BOGER, 2014)

No entanto, os dados atualmente disponiveis apontam para o fato de que por
via oral a suplementacdo com L-arginina pode afetar as funcbes vasculares
mediadas pelo endotélio, tal como o reforgo de vasodilatacéo, agregacgédo plaquetaria
decrescente, e reducdo da adesdo dos monécitos no endotélio. Estes efeitos
ocorrem quando as concentracbes de L-arginina no plasma sdo elevadas
minimamente acima da concentracdo fisiologica.. Em concentracdes de L-arginina
superior ao plasma, tal como aquelas alcancadas durante a infuséo intravenosa ou
intra-arterial , outros efeitos que néo sdo diretamente ligados a producdo de NO
podem ser observados, tais como, a liberagdo de hormbnio e inespecifica
vasodilatacdo. (BOGER, 2014)

Todavia, as citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares,
hidrossoluveis, variando entre 8 e 30 kDa. Sdo produzidas por diversos tipos de
células no local da lesdo e por células do sistema imunoldgico através da ativacao
de proteinoquinases ativadas por mitdogenos. Diferentemente dos hormdnios
classicos, as citocinas ndo sdo armazenadas como moléculas preformadas e atuam
especialmente por mecanismos paracrino (em células vizinhas) e autdcrino (nas
préprias células produtoras). Diferentes tipos de células secretam a mesma citocina,
e uma unica citocina pode agir em diversos tipos de células, fenbmeno denominado
pleiotropia. As citocinas s&o redundantes em suas atividades, ou seja, acdes
semelhantes podem ser desencadeadas por diferentes citocinas.Com frequéncia,
sdo formadas em cascata, ou seja, uma citocina estimula suas células-alvo a
produzir mais citocinas.  Essas substancias se ligam a receptores especificos,
ativando mensageiros intracelulares que regulam a transcricdo génica. Dessa forma,
as citocinas influenciam a atividade, a diferenciagéo, a proliferacéo e a sobrevida da
célula imunoldgica, assim como regulam a producdo e a atividade de outras
citocinas, que podem aumentar (pré-inflamatdrias) ou atenuar (anti-inflamatérias) a
resposta inflamatdria. Algumas citocinas podem ter agbes pro- (Thl) ou anti-
inflamatorias (Th2), de acordo com o microambiente no qual estdo localizadas.
Dentre as consideradas proé-inflamatérias, temos as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF
(fator de necrose tumoral). As anti-inflamatérias sdo IL-4, IL-10, IL-13 e FTCp (fator
transformador de crescimento B). (OLIVEIRA et al. 2011)
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As citocinas sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta
inflamatoria aos locais de infeccao e leséo, favorecendo a cicatrizacdo apropriada da
ferida. No entanto, a producdo exagerada de citocinas pro-inflamatoérias a partir da
lesdo pode manifestar-se sistemicamente com instabilidade hemodinamica ou
distarbios metabdlicos. Apds lesBes ou infecgcbes graves, a resposta exacerbada e
persistente de citocinas Thl pode contribuir para lesées em érgao-alvo, levando a
insuficiéncia de multiplos 6rgdos e a morte. As citocinas Th2 podem minimizar
alguns desses efeitos indesejaveis. (OLIVEIRA et al. 2011)

N&o obstante, a IL-1 é primariamente produzida por macrofagos e mondcitos,
assim como por células ndo imunoldgicas, tais como fibroblastos e células
endoteliais ativadas durante lesdo celular, infeccéo, invaséo e inflamacao. Ha dois
tipos conhecidos: IL-1a e IL-1B, com 31 a 33 kDa cada. Estes atuam sobre os
mesmos receptores, IL-1RI e IL-1RIl. O IL-1RI é considerado o receptor ativo,
enquanto o IL-1RIl ndo possui uma molécula de transducdo e é funcionalmente
inativo. A IL-1a € marcadamente associada a membranas celulares e age através de
contatos celulares. J& a IL-1B é sintetizada como uma proteina precursora (Pro-IL-
1B), que néo é secretada na forma ativa até ser metabolizada pela enzima caspase-
1. Recentemente, descobriu-se que IL-13 é expressa em neurdnios nociceptivos do
ganglio da raiz dorsal. A IL-1B produz inflamagao sistémica através da ativagdo no
hipotalamo anterior, causando febre. Também produz substancia-P(SP), Oxido
nitrico (ativando a enzima oxido nitrico sintetase) e moléculas de adeséo endotelial.
Tem importante funcdo no desenvolvimento e na manutencao da dor pds-operatéria
da ciclooxigenase-2, com a formagéo de PGE2. A IL-1AR (antagonista de receptor)
também é liberada durante lesdo tecidual e ndo tem efeito agonista tanto in vitro
guanto in vivo. Assim, ela compete com os mesmos receptores da IL-1, atuando
como um autorregulador endégeno. Embora tenha meia-vida plasméatica de apenas
6 minutos, recentemente tem-se sugerido que a IL-1 tem importante fungdo no
desenvolvimento e na manutenc¢éo da dor pés-operatoria. (OLIVEIRA et al. 2011)

Todavia, o TNFa, também conhecido como caquetina, € uma citocina pro-
inflamatoria produzida principalmente por mondcitos, macrofagos e linfécitos-T, que
sdo abundantes no peritdnio e no tecido esplancnico. Também esta presente nos
neurbnios e células da glia, desempenhando fun¢Bes importantes tanto na
hiperalgesia inflamatoéria quanto na neuropética. O TNF existe em duas formas: uma

transmembrana de 26 kDa e outra secretada de 17 kDa, ambas biologicamente
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ativas. E estruturalmente relacionada a linfotoxina-a (LTa, também chamada TNFR),
tendo os mesmos receptores, TNFR1 (55 kDa) e TNFR2 (75 kDa). O TNFR1 é
expresso exclusivamente em neurdnios e esta associado a maioria dos efeitos
biolégicos do TNFa, incluindo respostas inflamatérias e apoptose. Ja o TNFR2
manifesta-se principalmente em macréfagos e monécitos no ganglio da raiz dorsal,
estimulando a proliferacéo de linfécitos-T, fibroblastos e células matadoras naturais.
Apos procedimento cirurgico, trauma ou durante as infecgées, o TNFa é um dos
mediadores mais precoces e potentes da resposta inflamatéria. Embora sua meia-
vida plasmatica seja de apenas 20 minutos, é suficiente para provocar mudancas
metabdlicas e hemodindmicas importantes e ativar distalmente outras citocinas. O
TNFa é um potente indutor de metabolismo muscular e caquexia, por estimular a
lipélise e inibir a lipoproteina lipase. Outras agdes do TNFa consistem em: ativar a
coagulacdo, estimular a expressao ou liberacdo de moléculas de adesdo, PGEZ2,
fator ativador de plaquetas, glicocorticoides e eicosandides, e influenciar a apoptose
celular. O TNFa apresenta grande afinidade por receptores solUveis de TNF
(STNFRSs), que sao derivados dos dominios extracelulares dos TNFRs. A ativacéo de
STNFRs produz resposta antagonista endégena a atividade sistémica excessiva do
TNFa. Entretanto, deve-se perceber que os STNFRs podem causar efeitos
indesejaveis, pois servem como transportadores ou reservas bioativas de TNFa na
circulacdo. (OLIVEIRA et al. 2011)

N&o obstante, no presente estudo, o acido caurendico promoveu diminui¢cao
significante da expressao de IL-1,em relacdo ao grupo controle, decorridas 24h e
48h da construcdo do retalho cutdaneo randomizado (Tabela 02, Figuras 12 e 13),
acao que ndo ocorreu com 168 horas;evidenciando acdo anti-inflamatéria do acido
caurendico nos dois primeiros tempos do estudo em questéo.

Por conseguinte, no presente estudo, o &cido caurendico promoveu
diminuicao significante da expressdo de TNFa, decorridas 24h e 48h da construgao
do retalho cutaneo randomizado, (Tabela 03, Figuras 15 e 16), efeito ndo ocorrido
com 168h; evidenciando acéo anti-inflamatéria nos dois primeiros tempos do estudo
em questao.

Em experiéncias in vitro também demonstraram que inibe a induzida por LPS
a producdo de oxido nitrico e prostaglandina E; bem como, a expressao de ciclo-

oxigenase-2 e de NO induzivel sintase (INOS) na RAW 264.7 de macrofagos. Os
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efeitos biologicos adicionais relevantes do acido caurendico sdo o efeito
vasorrelaxante via NO/monofosfato guanosina ciclico (cGMP)/proteina quinase G/
(PKG)/canais de calcio e potassio sensitivo ao ATP, dependendo do modelo
experimental e efeitos antimicrobianos contra Bacillus cereus e Mycobacterium
tuberculosis. No entanto, doencas reumaticas, como a artrite reumatoide, s&o
acompanhadas por dor. Consequentemente, tem sido demonstrado que o &cido
caurenodico inibe a resposta de contorcdo acido-induzida em camundongos. No
entanto, se ou ndo o acido caurendico inibe a dor inflamatéria em outros modelos e,
também os seus mecanismos analgésicos de acao, ainda ndo foram determinados. .
(MIZOKAMI et al., 2012)

Em termos de dor inflamatoria, a sensibilizacdo de neurbnios primarios
nociceptivos (nociceptores) ocorre durante a inflamacgéo, producdo de um aumento
na sensacao de dor (hiperalgesia). Esta sensibilizacdo é causada pela acéo direta
de mediadores inflamatorios, tais como prostaglandinas (por exemplo, PGE2, PGI) e
aminas simpaticas (por exemplo, a dopamina, epinefrina) em seu receptores
presentes na membrana dos nociceptores. Isso é, também, aceito que a liberacéo
desses mediadores hiperalgésicos de acéo direta € precedida pelo lancamento de
uma cascata de citocinas. No modelo de inflamacédo de pata de carragenina , esta
cascata é iniciada com a liberacdo de TNF-a e quimiocina CXCL1. Estes
desencadeam a producdo de IL-1B, que, por sua vez, induz a produgcdo de
prostaglandina. A CXCL1 €, também, responsavel pela estimulacdo do componente
simpético de dor inflamatéria. Além disso, 0 aumento da atencao foi atraida para a
ativagcdo através da via NO ciclico GMP-PKG-canal de potassio sensitivo ao ATP
(6xido nitrico/monofosfato guanosina ciclica/proteina quinase G/canal de potassio
sensitivo ao ATP), como uma via de sinalizacdo analgésica importante, uma vez que
a morfina e outros medicamentos ativam esta via de sinalizacdo. Em adicdo a
hiperalgesia inflamatéria, o acido caurendico inibe o edema de pata induzida pela
carragenina, suportando um potencial mais amplo de aplicabilidade terapéutica do
acido caurenodico em condigdes inflamatorias. . (MIZOKAMI et al., 2012)

A hiperalgesia inflamatéria induzida pela carragenina € induzida por uma
cascata de citocinas. Por sua vez, o papel das citocinas na hiperalgesia € mediada
pela producdo de mediadores sensitivos, tais como a PGE2 e aminas simpéticas.
Mizokami et al. (2012) realizaram um experimento, onde os ratos foram tratados com

acido caurendico (10 mg / kg, pré-operatorio, 30 min) antes do estimulo da
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carragenina (100 ng / pata). Trés horas ap0s a injecdo de carragenina, 0s ratos
foram anestesiados terminalmente e o tecido cutaneo plantar foi recolhido para
dosagm de citocinas (TNF-a e IL-1B). O acido caurendico inibiu a produgao de
TNF-a e IL-18 em tecido da pata induzida pela carragenina. Esta inibicdo da
producdo de citocinas por &cido caurendico, poderia explicar a inibicdo da
expressao da ciclo-oxigenase-2, uma vez que ambas as citocinas a induzem.
(MIZOKAMI et al., 2012)

Além do mais, os presentes dados demonstram a inibicdo da producdo de
citocinas por acido caurendico, a lancar luz sobre a controvérsia de se tratar de
inibir a ativagdo do NFkB e da expressdao de ARNm de TNF-a e IL-18 como
determinada in vitro, indicando que estes mecanismos podem ser de importancia in
vivo, e a inibicdo de producdo de citocinas esta provavelmente relacionado com a
inibicdo da atividade de NFkB. (MIZOKAMI et al., 2012)

No presente estudo, ndo ocorreram alteragbes significantes no grupo L-
arginina em nenhum dos pontos temporais estudados, no tocante a expressao de IL-
1 e TNF-a (Tabelas 02 e 03; Figuras 12-17), ndo evidenciando atividades da L-
arginina sobre as citocina pré-inflamatoérias estudadas.

Por conseguinte, os perdxidos lipidicos, que séo derivados a partir de acidos
graxos poli-insaturados, séo instaveis. Eles prontamente se decompdem para formar
uma série complexa de compostos, que incluem o malondialdeido (MDA). O MDA é
o principal metabolito de acido araquiddnico e serve como um biomarcador confiavel
para o estresse oxidativo. O MDA é um mutagénico, e tumorigénico, altamente
reativo produzido de trés carbondialdeidos durante a peroxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados e do metabolismo do acido araquidénico. O MDA também é gerado
durante a decomposicdo de prostaglandina endoperoxido (PGH) Em 12
hydroxiheptadecatrienoato (HHT). Tem a férmula molecular C3H402, com massa
molar de 72,02 g mol e ponto de ebulicdo 108° C. Os intervalos de ponto de fuséao
entre 72-74° C. O aspecto geral do MDA é solido e como agulha. Tem o pKa de 4,46
e existe como sua base conjugada (O-CH = CH-CHO). O MDA participa em
diferentes reagdes biologicas no interior das células, incluindo ligagédo covalente para
proteinas, RNA e DNA. O monitoramento dos niveis de MDA em diferentes sistemas
biolégicos pode ser utilizado como um indicador importante de peroxidacéo lipidica,
tanto in vitro como In vivo, para varios disturbios de saude. A formac&o endogena

de MDA durante o estresse oxidativo intracelular e suas reacbes com formas de



74

DNA, MDA-DNA aductos que o torna um importante biomarcador de dano no DNA
enddgeno. A determinagdo de MDA no plasma sanguineo ou tecido homogenatos €
um dos métodos Uteis para prever 0s niveis de estresse oxidativo. O MDA cai nha
categoria de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e depois € um
indice de lipoperoxidacdo. Vérias técnicas sdo usadas para medir os niveis de MDA
em diferentes amostras, incluindo soro, plasma ou tecidos. O acido tiobarbitrico
(TBA) de ensaio é o método vulgarmente utilizado para a determinacdo de MDA. No
entanto, o ensaio de TBA é um teste ndo-especifico para MDA como TBA, também,
reage com outros aldeidos que podem estar presentes em amostras bioldgicas.
Aquelas entidades, também, formam espécies coloridas que interferem com o
ensaio de MDA. Novos métodos analiticos para o isolamento e quantificacdo dos
aductos MDA-TBA foram desenvolvidos incluindo HPLC e cromatografia em fase
gasosa com espectrometria de massa (GC-MS) para melhorar a investigacao.
(SINGH, 2014)

O horménio do crescimento foi encontrado como agente responsavel por
aumentar a lipoperoxidacdo em ratos, com niveis elevados de malondialdeido, em
tecidos de cérebro de ratos recém-nascidos sob hipOxia-isquemia. O MDA no
plasma foi determinado como uma fungdo de isquemia e reperfusdo em ratos e
seres humanos, usando cromatografia liquida de alta eficiéncia de emparelhamento
de ions e, o estudo revelou que a privacao de oxigéncio induz a producdo de uma
baixa, porém, detectavel quantidade de MDA em ambos, coracao e cérebro de ratos,
enquanto que a reperfusdo provoca acentuado aumento de MDA em ambos 0s
tecidos. Em seres humanos, o MDA plasmatico foi afetado apenas em pacientes que
sofrem de infarto agudo do miocardio, com trombdlise bem sucedida, indicando,
assim, a lesédo de tecidos mediada por radicais de oxigénio. O estresse oxidativo foi
medido em coragbes de ratos e humanos, os quais foram temporariamente
submetidos a isquemia, determinando-se os niveis de glutationa oxidada (GSSG) e
MDA. (SINGH, 2014)

O MDA é um produto final gerado por decomposi¢édo do acido araquidénico e
PUFAs maiores, através de processos enzimatico ou ndo enzimatico. A producéo
de MDA por meio de processos enzimaticos € bem conhecida, mas suas funcdes
bioldgicas e seu possivel duplo papel dose-dependente ndo tém sido estudados,
embora, o MDA é quimicamente mais estavel e permeavel a membrana do que

ROS e menos toxico do que o metilglioxal (MG). Por outro lado, a producdo de MDA
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por processos ndo enzimaticos é, ainda, pouco compreendida, apesar de seu
potencial valor terapéutico, porque este MDA é acreditado originar-se sob condi¢cfes
de estresse e tem alta capacidade de reacdo com varias biomoléculas tais como
proteinas ou ADN que leva a formacdo de aductos , e a producdo de MDA
excessiva tem sido associada a diferentes estados patolégicos. O MDA pode ser
gerado in vivo, como um produto secundario, por processos enzimaticos durante a
biossintese do tromboxano A. O TXA2 € um metabolito biologicamente ativo do
acido araquidénico formado pela acdo da sintase de tromboxano A2, no
endoperoxido de prostaglandina ou prostaglandina H2 (PGH2). Uma mistura de
hidroperoxidos de lipidos é formada durante o processo de peroxidacédo lipidica. O
radical peroxilo dos hidroperoxidos com uma ligacao cis-dupla homoalilica permite
sua féacil ciclizacdo por adicdo de radical intramolecular de uma ligacdo dupla e a
formacg&o de um novo radical. Os radicais livres intermediarios formados depois da
ciclizacdo pode ciclizar novamente para formar endoperoxidos biciclicos,
estruturalmente relacionados as prostaglandinas, e submeter-se a clivagem para
produzir MDA. (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014)

Uma vez formado, o MDA pode ser enzimaticamente metabolizado ou pode
reagir com proteinas celulares e teciduais ou DNA para formar aductos que resultam
em danos biomoleculares. Estudos anteriores mostraram que uma rota bioquimica
provavel para o metabolismo do MDA envolve a oxidacdo por aldeido desidrogenase
mitocondrial seguido por descarboxilacdo para produzir acetaldeido que é oxidado
pela aldeido desidrogenase em acetato e apés, a CO2 e H20. Por outro lado, a
fosfoglucoseisomerase €, provavelmente, a responsavel pela metabolizacdo do MDA
citoplasmatico a metilglioxal (MG) e adicionalmente a D-lactato, por enzimas do
sistema glioxalase, usando GSH como um cofator. Uma porcado de MDA é excretada
na urina na forma de varias enaminas (RNH-CH-CH-CHO), tais como N-epsilon (2-
propenal), lisina ou N-2- (propenal) serina. (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014)

Como um aldeido eletrofilo bifuncional, a reatividade do MDA é Ph-
dependente, na qual existe um ion enolato (bases conjugadas tendo uma carga no
oxigénio, com ligacédo dupla C-C adjacente), com baixa reatividade em Ph fisiologico.
A alta reatividade do MDA é baseada principalmente em sua eletrofilicidade,
tornando-se fortemente reativa com nucledfilos, tais como os residuos de
aminoacidos bésicos (por exemplo, lisina, histidina, ou arginina). As reacdes iniciais

entre MDA e aminoacidos livre ou proteina geraram aductos de base de Schiff.
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Estes aductos sdo também referidos como produtos finais de peroxidacgdo lipidica
avancada (Ales). O acetaldeido (produto do metabolismo do MDA) sob estresse
oxidativo e na presenca do MDA gera mais malondialdeido acetaldeido (MAA)
aductos. Aductos MAA surgem para serem altamente imunogénicos. Aductos MDA
sdo biologicamente importantes porque eles podem participar de reacdes
secundéarias deletérias (por exemplo, reticulacdo), promovendo reticulacao
intramolecular ou intermolecular da proteina / ADN que podem induzir profunda
alteracdo nas propriedades bioquimicas de biomoléculas e se acumulam durante o
envelhecimento e em doencas cronicas. (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014)

Varias estratégias diferentes tém sido perseguidas para a mensuragdo de
MDA em uma variedade de diferentes matrizes (isto é, plasma, urina, e saliva). As
estratégias analiticas empregadas podem, aproximadamente, serem sub-divididas
em derivacdo baseada e métodos de rétulo livre. Particularmente, para a anélise de
matrizes bioldgicas, estas estratégias tém sido acopladas para a separacdo de
técnicas, tais como a cromatografia liquida (LC) ou cromatografia gasosa (GC).
Devido a sua elevada reatividade, a maioria do MDA presente pode ser vinculado a
proteinas do plasma e outras espécies. Por isso, é importante enfatizar se o nivel de
MDA livre ou total é determinado. Referindo-se a este fato, € também essencial para
escolher condicoes de preparacdo de amostras adequadas, particularmente
condi¢cBes de hidrolise, quando o MDA total deve ser analisado e para considerar a
liberacdo e / ou formacdo de MDA quando duras condi¢cdes de derivatizacdo devem
ser aplicadas. (GIERA; LINGEMAN; NIESSEN, 2012)

Todavia, no presente estudo, o acido caurendico promoveu a diminuicdo
significante da concentracdo do MDA decorridas 24/48h da confeccdo do retalho
cutaneo randomizado em ratos em relacdo ao grupo controle, evidenciando ac¢éo
antilipoperoxidativa (Tabela 04; Figuras 18 e 19).

Paiva et al., (2003) utilizou o acido caurendico, um diterpeno da Copaifera
langsdorffii Desf, em colite induzida por acido acético, onde os ratos foram pré-
tratados 02h antes, por via oral e 02h antes, por via retal, da indugao da colite, com
acido caurendico, nas doses de 50mg e 100mg/Kg, em um volume de 01lml. Todos
os ratos foram sacrificados 24 horas depois e, ressecado 05 cm do colo distal, tendo
sido dosados mieloperoxidase e malondialdeido. Os resultados obtidos foram:
Controle acido acético 8.67 + 0.33

Pré-tramento por via retal:
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AA+KA (50 mg/kg) 5.28 £+ 0.92 (39%)
AA+KA (100 mg/kg) 4.17 + 0.75* (52%)
Pré-tratamento por via oral

AA+KA (50 mg/kg) 5.50 £ 0.67 (36%)
AA+KA (100 mg/kg) 5.00 = 0.45* (42%)

Nos grupos tratados com acido caurendico (50 e 100 mg / kg) os niveis de
MDA raspados de mucosa do colon foram significativamente menores e sem
dependéncia da dose, em comparagdo com o0 controle de acido acético,
evidenciando atividade antioxidante e antilipoperoxidativa do acido caurendico.
Apesar de ndo se tratar de um estudo que retrate a isquemia/reperfusdo, mas, os
resultados de atividade antilipoperoxidativa sdo analogos ao resultado do presente
estudo.

Entretanto, o acido caurendico € um componente importante do 6leo-resina
de copaiba. Assim sendo, Silva et al., (2009) utilizaram o Oleo-resina de Copaifera
langsdorffi Desf que contém o &cido caurendico, estudando os seus efeitos em
isquemia/reperfusdo em retalhos de pele randomizados em ratos. Tendo sido o 6leo-
resina diluido em Tween 80, o estudo foi dividido em 04 grupos, a saber: grupo
salina, grupo controle veiculo, grupo teste 1 (200mg/Kg) e grupo teste 2 (400mg/Kg).
O Oleo-resina de Copaifera e drogas controle (salina e Tween 80) foram
administradas por gavagem 24, 12, e 2 h antes do inicio do experimento, seguido
por doses diarias, até durante 7 dias. Para observar os efeitos da Copaifera,
analises laboratoriais incluindo o plasma e tecido, foram realizados, sendo dosados
0s niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), a glutationa
reduzida (GSH) e os niveis de mieloperoxidase (MPO) no tecido. A coleta do
material aconteceu com 24h, 48h e 168h apés a confeccdo do retalho de pele

randomizado, com os seguintes resultados:

Concentracdes de TBARS:

Grupo T24 T48 T168
GCS 0.042 £ 0.027 0.028 £ 0.035 0.026 £ 0.015
GT400 0.012 + 0.001* 0.010 £ 0.003 0.053 £ 0.014

Os autores concluiram que houve diminui¢do significante na concentracdo de

TBARS, com o grupo teste 2, mantendo, portanto, relagdo com o presente estudo,
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onde o acido cauredico poderia ser o responsavel pelo efeito obtido com o 6leo-
resina de copaiba.

No presente estudo, ndo houve diminuicao significante do MDA no tempo 168
horas, com o0 wuso do acido -caurendico, mostrando que a atividade
antilipoperoxidativa do mesmo, ndo se manteve no decorrer do tempo em
estudo.(Tabela 04; Figura 20)

N&o obstante, no presente estudo, a L-arginina promoveu diminuicao
significante da concentracdo de MDA, decorridas 24h da construcdo do retalho
cutdneo randomizado, em relagdo ao grupo controle, evidenciando atividade
antilipoperoxidativa e antioxidante (Tabela 4; Figura 18-20). Nos tempos 48/168h,
nao houve diminuicéo significante de MDA.

Kochar; Umathe (2009) estudaram os efeitos benéficos da L-arginina em
estresse oxidativo induzido por diabetes, em tecidos gastrointestinais em ratos. O
estudo foi dividido em dois grupos: diabéticos e ndo diabéticos. A Diabetes foi
induzida por Aloxan (120mg/Kg). Todos os ratos foram tratados diariamente com L-
arginina (0,5mg/ml) diluida em agua. A concentracdo na agua potavel fornecida aos
ratos diabéticos foi ajustada (0,15 mg / ml de L-arginina em média) para assegurar
uma alimentacdo equivalente, porque o seu consumo de 4gua foi de 3,5 vezes maior
do que os ratos ndo diabéticos. Depois de receber os tratamentos durante 56 dias,
os ratos foram sacrificados, sob anestesia profunda com éter no dia 57. O estdbmago
e o intestino foram removidos para dosagem de MDA, GSH, SOD e atividade da

catalase. O resultado obtido em relagdo ao MDA foi:

No estémago (piloro):

Grupo MDA GSH

N&o diabético Veiculo 0.45+0.04 0.29 +0.01
L-arginina 0.43 +0.03 0.30+0.01

Diabético Veiculo 0.66 £ 0.04 0.17 £0.01
L-arginina 0.45 + 0.06 0.26 £ 0.02

No intestino (ileo)

Grupo MDA GSH

N&o diabético Veiculo 0.32 £0.02 0.20£0.01
L-arginina 0.30 £ 0.04 0.21+£0.01
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Diabético Veiculo 0.58 £ 0.03 0.13+0.01
L-arginina 0.31 +0.04 0.22+£0.01

Os autores concluiram que a L-arginina melhorou significativamente o
estresse oxidativo gastrointestinal, a partir da diminuicdo dos niveis de MDA . Esses
resultados mantém relacdo com os encontrados no estudo em questdo, onde 0s
efeitos da L-arginina podem ser atribuidas a sua capacidade oxidante direta NO-
dependente e / ou atraves de caminhos independentes do NO.

N&o obstante, a glutationa ou tios nao proteicos (GSH), possui papel central
na biotransformacéo e eliminagdo de xenobibticos e na defesa das células contra o
estresse oxidativo. Este tripeptideo € encontrado intracelularmente em altas
concentracfes, essencialmente em todos o0s organismos aerobicos. Nota-se a
ligacado y-peptidica pouco usual, a presenga da porgédo y-glutamil e do grupo a-
carboxilato livre, prevenindo a hidrélise da GSH pelas peptidases celulares que
degradam outros peptideos pequenos. A GSH € o mais abundante tiol celular de
baixa massa molecular; a sua concentracao €, aproximadamente, 2mM e mais de 10
mM em eritrécitos humanos e hepatdcitos, respectivamente. Muitas das reacdes da
GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizavel, tornando-o um bom
nucleodfilo para reagcbes com compostos quimicos eletrofilicos. Esta habilidade de
doar elétrons a outros compostos, também, faz da glutationa um bom redutor. A
combinacdo de sua abundéncia nos organismos aerébicos e das propriedades
quimicas do grupo sulfidrila suporta a proposta de que a GSH surgiu na evolucao
bioguimica como uma protecao contra espécies reativas de oxigénio e compostos
eletrofilicos gerados por processos oxidativos, tanto no organismo quanto no
ambiente em que este vive. (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008)

A biossintese da GSH ocorre no meio intracelular (exceto em células
epiteliais), pela agdo consecutiva de duas enzimas. Na primeira reacdo, é formada
uma ligacao peptidica entre os aminoacidos glutamico e cisteina, catalisada pela
enzima y-glutamilcisteina sintetase, levando a y-L-glutamil-L-cisteina. Este
dipeptideo € entédo ligado a glicina pela acédo da glutationa sintetase. Estas etapas
requerem ATP e Mg+2. A y-glutamilcisteina sintetase sofre regulacédo pela GSH
através de um feedback negativo, o que previne a producdo excessiva desta ou o
acumulo do intermediario y-glutamilcisteina. Caso a conversao da y-glutamilcisteina

em GSH seja insuficiente, uma reacao alternativa predomina: a conversdo a 5-
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oxoprolina, catalisada pela y-glutamilciclotransferase. A produgéo excessiva de 5-
oxoprolina ocorre em casos de deficiéncia hereditaria da glutationa sintetase e é
caracterizada por 5-oxoprolindria, acidose metabdlica cronica e distdrbios
neuroldgicos. A biossintese da GSH pode ser inibida pela butionina sulfoximina
(BSO), um inibidor com estrutura similar a um intermediario ativado na reacéo
catalisada pela y-glutamilcisteina sintetase. Em sistemas experimentais, na
supressdo das concentracdes intracelulares de GSH pela BSO, observa-se o
aumento da sensibilidade das células a radiacdo ionizante e a certas drogas
citostaticas. Essa sensibilizagdo estd sendo explorada para uso clinico na terapia
contra cancer. A limitacdo desta técnica é que tanto células normais quanto as
tumorais podem ser afetadas e os efeitos tdxicos nos tecidos normais podem ser
mais importantes que o fato de tornar as células tumorais mais susceptiveis ao
tratamento. (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008)

Entretanto, Para que a atividade protetora da glutationa expressa pela
reducdo de espécies oxidantes, e consequente oxidacdo da GSH a glutationa
dissulfeto (GSSG) seja mantida, a GSH precisa ser regenerada através do ciclo
catalitico. Nele podemos identificar a atividade de trés grupos de enzimas: a
glutationa oxidase (GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase
(GR). As duas primeiras enzimas, GO e GSHPXx, catalisam a oxidacdo de GSH a
GSSG e a ultima, GR, é responsavel pela regeneracdo de GSH, a partir de GSSG,
na presenca de NADPH. Dissulfetos sdo formados a partir de tidis de baixo peso
molecular, polipeptideos e proteinas. A glutationa é convertida em glutationa
dissulfeto (GSSG) pela catédlise da glutationa oxidase, uma enzima FAD-
dependente, que oxida também outros aminotidis, como por exemplo, a L-cisteina. A
denominacdo glutationa oxidada para GSSG nado € especifica, pois, dissulfetos
mistos de glutationa (GSHR), acidos sulfinico (GSOH) e S-sulfoglutationa (GSSO3H)
e sulfénico (GSOH) e a propria glutationa dissulfeto sdo formas oxidadas de GSH.
(HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008)

Por conseguinte, um importante sistema enziméatico de defesa contra radicais
livres envolve as glutationas peroxidases (GSH-Px) encontradas em muitos tecidos
de origem animal. Estas enzimas sao bastante particulares no que se refere a sua
constituicdo, pois incorporam um residuo de selenocisteina no seu sitio ativo.
Selenocisteina € codificada pelo codon UGA, que € usualmente um terminador, e é

incorporada por um RNA transportador especifico. O envolvimento de algumas GSH-



81

Px no controle dos niveis de hidroperoxidos fosfolipidicos, formados a partir do
ataque de espécies radicalares as membranas é bem estudado, assim como 0s
parametros cinéticos da GSH-Px e o mecanismo catalitico envolvendo glutationa e
peréxido de hidrogénio. (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008)

A enzima responsavel pela redugdo da GSSG a GSH é a glutationa redutase.
Os sitios ligantes para GSSG estédo situados na interface das duas subunidades que
constituem a estrutura quaternaria da glutationa redutase, sendo que cada uma tem
um dominio distinto com um sitio ligante para o NADPH. (HUBER; ALMEIDA,;
FATIMA, 2008)

As glutationas transferases (GSTs), também, conhecidas historicamente
como glutationa S-transferases, compreendem uma familia de enzimas
multifuncionais que catalisam o ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa
(GSH) a compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio ou um atomo de
enxofre eletrofilico. As GSTs geralmente se encontram no meio biolégico como
homo ou heterodimeros (outros complexos também podem existir), apresentando
dois sitios ativos por dimero cujas atividades sédo independentes uma da outra. Cada
sitio ativo consiste no minimo de duas regifes de ligacdo, um para a glutationa
(GSH) que é muito especifico para este tripeptideo, e outro sitio de ligagdo com
menor especifidade para os eletréfilos. Os substratos (eletrofilos) mais comuns das
glutationas transferases incluem: haletos de alquila, epdxidos, compostos
a,Binsaturados (como quinonas, iminoquinonas, aldeidos, cetonas, lactonas e
ésteres), haletos de arila e nitro aromaticos. (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008)

A producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o anion superoxido
(02-), peroxido de hidrogénio (H) e radical hidroxila (HO-2), é consequéncia natural
da respiracdo aerbbica. Estas espécies podem causar danos estruturais a muitas
biomoléculas, como lipideos de membrana, DNA, proteinas, carboidratos etc.
Felizmente, a célula possui um sistema antioxidante que compreende as enzimas
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, além de agentes oxidantes
como a-tocoferol, acido ascorbico, bilirrubina etc. A peroxidacdo de acidos graxos
poli-insaturados presentes nas membranas celulares resulta na formagdo de
eletréfilos, como aldeidos e, hidroxialdeidos, cetoaldeidos-a,B-insaturados e/ou seus
respectivos epoxidos. Alguns destes sdo altamente genotdxicos, e sua formagéo
excessiva pode ser controlada pela agédo de GSTs. De fato, foi demonstrado que

GSTs promovem a adi¢do conjugada da glutationa (GSH) a acroleina, crotonaldeido
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e a outros aldeidos a,B-insaturados que possuem de 6 a 15 &tomos de carbono.
Outros exemplos da atuacdo de glutationa transferases na detoxificacdo de
compostos enddégenos incluem a acao de tais enzimas sobre epoxidos derivados do
colesterol, do acido eicosatriendico e do acido estearico, de aldeidos a,B-insaturados
derivados de nucleotideos e quinonas derivadas da dopamina etc. (HUBER,;
ALMEIDA; FATIMA, 2008)

No entanto, métodos analiticos para quantificar GSH, ou seus precursores e
metabalitos, em varias matrizes biolégicas sao de extrema importancia e a literatura
apresenta uma vasta coletanea destes métodos, que vém sendo revistos. Ao
selecionarmos um método analitico com este proposito, ele deve ser especifico para
diferenciar a GSH de outros tidis presentes nas células e em produtos de
biotransformacdo, além de separar GSH e GSSG de moléculas interferentes,
presentes em matrizes complexas, como por exemplo, sangue total e homogenato
de figado. Os métodos de andlise dividem-se em cromatogréficos e néo
cromatograficos, mas qualquer que seja ele, o pré-tratamento da amostra €
fundamental, incluindo coleta e preparacdo da amostra, remocao de proteinas e a
derivatizacdo, dependendo da técnica selecionada. Em relacdo a preparacdo da
amostra, o ponto mais critico da anédlise da GSH € a sua auto-oxidacdo em pH
aproximadamente 7,sendo recomendada a manipulacdo abaixo deste valor. Este
procedimento também €& importante para dificultar a protedlise em matrizes
biologicas, catalisada pela y-glutamiltranspeptidase. Assim, as recomendacdes
gerais sdo a manutencdo do pH abaixo de 7, refrigeracdo e, quando a matriz € o
plasma, a precipitacdo de proteinas por acidos é também indicada. O uso de
ultrassom néo é recomendado, porque provoca hemalise, uma das principais causas
de erro, geralmente na fase de coleta da amostra, uma vez que a concentracao de
GSH nas hemacias € muita alta; jA a armazenagem a temperatura ambiente,
favorece reacBes de auto-oxidacdo e protedlise, consumindo o substrato GSH e
acarretando valores baixos de concentracdo. O uso de catéter para coleta do
sangue e o recolhimento em tubos heparinizados contornam estes problemas.
Inibidores da y-glutamiltransferase e agentes quelantes como a 1,10-fenantrolina
para capturar o ion ferroso, prevenindo reacdes de oxidacdo da GSH, também sé&o
utilizados. As proteinas presentes em amostras biolégicas devem ser removidas
antes da analise, através da precipitacio com acidos (5-sulfossalicilico,

trifluoracético, tricloroacético, perclorico, metafosforico), ou por solventes organicos,



83

dos quais 0s mais usados sdo acetona, acetonitrila e metanol. Este dltimo
procedimento é o preferido quando a deteccdo é por espectrometria de massas.
Uma outra técnica importante € a ultracentrifugacdo, que exclui macromoléculas
com base nas dimensdes dos poros dos filtros. (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008)

O estado redox das células, relacionado com a glutationa, desempenha um
papel importante na regulacdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo o fator de
necrose tumoral-a (TNF), interleucina (IL) -1 e IL6, e a atividade de vias de
sinalizacao intracelular. A glutationa tem efeitos antivirais e pode inibir a replicacao
de muitos virus. A glutationa modula a funcéo de células T e as células natural killer
e regula os processos que permitam a proliferacdo celular, divisdo, e a apoptose. A
glutationa desempenha um papel na sintese, reparacdo, e expressdo de DNA. A
funcdo e sobrevivéncia das mitocéndrias é dependente do sistema de glutationa. A
glutationa tem func¢Bes importantes no cérebro, como um antioxidante e
neuromodulador e promotor de sobrevivéncia neuronal. A glutationa atua como um
neuromodulador dos receptores de glutamato ionotrépicos, interage com N-
methylDaspartate (NMDA), e protege contra excitotoxicidade do glutamato . Essas
funcdes chaves explicam por que o0 esgotamento de glutationa pode ser
acompanhada por disfungdes em muitos 6érgaos e funcdes celulares que, estdo
associados com o aparecimento de disturbios neuroimunes, incluindo depresséo,
encefalomielite mialgica / sindrome da fadiga cronica (ME / CFS), e Doenca de
Parkinson. (MORRIS et al., 2014)

A investigacao sobre o campo relacionado a producdo de ROS/RNS durante
0s processos metabdlicos, mesmo sob condicdes fisioldgicas, desbloqueia um outro
ramo da pesquisa, enfocando o papel da GSH, variando de varredura de
radicais/antioxidante, para sinalizacdo de modulador redox. A GSH limpa
eficazmente os radicais livres e outros ROS e RNS (por exemplo, radical hidroxila,
radical peroxil de lipidios, anion superéxido e peréxido de hidrogénio) diretamente e
indiretamente através de reacBes enzimaticas. A estrutura quimica da GSH
determina suas fungbes, e sua ampla distribuicdo entre todos 0s organismos Vivos
reflete o seu papel bioldgico importante. Em particular, tem sido demonstrado que a
unidade tiol da GSH é importante em sua funcéo antioxidante na varredura direta
das espécies de radicais. Com efeito, a reducdo do elétron um com os radicais nao
€ guimicamente favoravel, porque iria gerar os radicais GS instaveis. No entanto, a

reacdo € cineticamente conduzida na direcdo de avanco pela remocdo de GS
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através das seguintes reacfes com o anion tiolato (GS-) e, em seguida, com
oxigénio. A primeira reacdo conduz a geracdo de GSSG, que na presenca de S ,
gera GSSG, e de superoxido (O+2-). Em dltima andlise, as reacdes em cadeia de
radicais serdo bloqueadas pelas enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), em associacdo com catalase ou GPX que determina a completa varredura
dos radicais livres. De fato, demonstramos que GSH finalmente, compensa o
declinio da atividade SOD1 em: (i) células com expressfes mutante SOD1 menos
ativo encontrado na esclerose lateral amiotréfica familiar; (i) em células SOD1 que é
regulada por interferéncia de RNA. Em particular, a rajada inicial de superéxido que,
ndo pode ser eliminado eficientemente devido a inatividade de SOD1 é prontamente
tamponada pela inducdo da sintese de GSH, resultando em protecdo contra o
estresse oxidativo e morte celular. Em outras méos, a GSH néo reage diretamente
ndo enzimaticamente com hidroperoxidos. De fato, o seu papel como um co-
substrato para o selénio-dependente GPX foi reconhecido como 0 mecanismo mais
importante para a reducdo de H e hidroperoxidos de lipidos. Além disso, mais
recentemente, uma familia de proteinas chamadas peroxirredoxinas tem sido
reconhecida como catalisando a reducdo de H20 por GSH e / ou outros tiéis, mas
com cisteina na sua forma tiolato, nos seus centros ativos em vez de selénio-
cisteina. A GSH atua como um cofator no sistema de eliminacdo de metilglioxal, que
consiste de duas enzimas chamadas glyoxalases. No entanto, outras funcbes de
GSH incluem: (i) manter o estado essencial do tiol dos residuos de cisteina nas
proteinas; (i) armazenagem das reservas de cisteina; (iii) o envolvimento no
metabolismo de estrogenos, leucotrienos e prostaglandinas; (iv) a participacdo na
producado de desoxirribonucleodtidos; (v) a participacdo na maturacdo do conjunto do
ferro-enxofre em proteinas; (vi) de transducédo de sinal a partir do ambiente para
maquinaria de transcri¢cao celular. (AQUILANO; BALDELLI; CIRIOLO, 2014)

No presente estudo, o &cido caurendico promoveu aumento significante da
concentracdo de tiois ndo protéicos (NPSH), decorridas 24/48/168h da construcdo
do retalho cutaneo randomizado, evidenciando atividade antioxidante. Onde se
observa que esta atividade antioxidante se manteve durante todo o periodo de
estudo. (Tabela 5, Figuras 21-23).

Silva et al., (2009) utilizaram o 6leo-resina de Copaifera langsdorffi Desf que
contém o acido caurendico, estudando os seus efeitos em isquemia/reperfusdo em

retalhos de pele randomizados em ratos. Tendo sido o Oleo-resina diluido em Tween
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80, o estudo foi dividido em 04 grupos, a saber: grupo salina, grupo controle veiculo,
grupo teste 1 (200mg/Kg) e grupo teste 2 (400mg/Kg). O 6leo-resina de Copaifera e
drogas controle (salina e Tween 80) foram administradas por gavagem 24, 12, e 2 h
antes do inicio do experimento, seguido por doses diarias, até durante 7 dias. Para
observar os efeitos da Copaifera, analises laboratoriais incluindo o plasma e tecido,
foram realizados, sendo dosados os niveis de substancias reativas ao é&cido
tiobarbittrico (TBARS), a glutationa reduzida (GSH) e os niveis de mieloperoxidase
(MPO) no tecido. A coleta do material aconteceu com 24h, 48h e 168h apds a
confecc¢éo do retalho de pele randomizado, com os seguintes resultados:

Concentracdes de GSH:

Grupo T24 T48 T168
GCS 3.780 £ 0.89 3.120 £ 0.49 6.050 £1.19
GT200 22.60+£2.14 25.60 + 1.02* 26.60 £ 5.09

Assim, o0s autores concluiram que o 6leo-resina de Copaiba apresenta
intensa acdo antioxidante durante a isquemia e reperfusdo de retalhos cutaneos
randomizados em ratos. Esse experimento mantém relacdo com o estudo em
guestao, pois, sendo 0 acido caurenoico um componente importante do 6leo-resina
de copaiba, essa atividade antioxidante poderia ter sido efeito do mesmo.

Todavia, a L-arginina promoveu aumento significante da concentracao de tiois
ndo protéicos (NPSH), decorridas 24/48h da construgdo do retalho cuténeo
randomizado, evidenciando, assim, atividade antioxidante. N&o foram observadas
diferencas significantes ap6s 168h da constru¢do do retalho cutaneo randomizado,
mostrando que a atividade antioxidante ndo se manteve durante todo o periodo de
estudo (Tabela 5, Figuras 21-23).

Kochar; Umathe (2009) estudaram os efeitos benéficos da L-arginina em
estresse oxidativo induzido por diabetes, em tecidos gastrointestinais em ratos. O
estudo foi dividido em dois grupos: diabéticos e ndo diabéticos. O diabetes foi
induzido por Aloxan (120mg/Kg). Todos os ratos foram tratados diariamente com L-
arginina (0,5mg/ml) diluida em agua. A concentracdo na agua potavel fornecida aos
ratos diabéticos foi ajustada (0,15 mg / ml de L-arginina em média) para assegurar
uma alimentagéo equivalente, porque o seu consumo de agua foi de 3,5 vezes maior
do que os ratos nao diabéticos. Depois de receber os tratamentos durante 56 dias,

os ratos foram sacrificados, sob anestesia profunda com éter, no dia 57. O
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estbmago e o intestino foram removidos para dosagem de MDA, GSH, SOD e
atividade da catalase.
Os resultados encontrados foram os seguintes:

Grupo GSH
N&o diabético Veiculo 0.29£0.01
L-arginina 0.30 £ 0.01

Diabético Veiculo 0.17£0.01
L-arginina 0.26 = 0.02

No intestino (ileo)

Grupo GSH

N&o diabético Veiculo 0.20 £0.01
L-arginina 0.21 +0.01

Diabético Veiculo 0.13+0.01
L-arginina 0.22 £ 0.01

Os autores concluiram que a L-arginina melhorou significativamente o
estresse oxidativo gastrointestinal, a partir do aumento dos niveis de GSH
endogeno. Além disso, o estudo suporta os efeitos benéficos da L-arginina. Estes
efeitos podem ser atribuidas a sua capacidade oxidante direta NO-dependente e /
ou através de caminhos independentes do NO. Esse experimento mantém relacédo
com o estudo em questdo, por se tratar de uma condicdo de estresse oxidativo e
pelos resultados mostrarem, também, atividade antioxidante da L-arginina.

Entretanto, A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima derivada de leucdcitos
que catalisa a formacdo de numerosas espécies reativas oxidantes. Além de
integrantes da resposta imune inata, evidéncias tém comprovado a contribuigéo
desses oxidantes para o dano tecidual durante inflamacdo. A MPO participa de
atividades biolégicas pré-aterogénicas relacionadas a evolugdo da doenca
cardiovascular, incluindo iniciacédo, propagacéo e as fases de complicacédo aguda do
processo aterosclerético. A sintese de MPO ocorre durante a diferenciacdo mieldide
na medula Ossea e estd completa dentro dos granuldcitos previamente a sua
entrada na circulacdo. Essa enzima € encontrada predominantemente em
neutroéfilos, mondcitos e alguns subtipos de macrofagos teciduais. Representa mais
de 5% do conteudo protéico total da célula em neutrofilos e 1% nos mondcitos.
(ROMAN; WENDLAND; POLANCZYK, 2007)
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A MPO é uma proteina catibnica, com peso molecular de 144 kD, que
consiste em dois dimeros idénticos ligados por uma ponte de bissulfeto, sendo cada
dimero composto de uma subunidade de cadeia leve e uma pesada, com grupos
heme funcionalmente idénticos. E o principal constituinte dos granulos azurdéfilos dos
neutrofilos, prontamente liberada apds ativacdo por diferentes agonistas,
contribuindo para a defesa imune inata do organismo. Crescentes evidéncias
demonstram o papel da MPO como participante central do elo entre inflamacao e
doenca cardiovascular. A mieloperoxidase, pela reacdo com peroxido de hidrogénio,
forma radicais livres e substancias oxidantes difusiveis com atividade antimicrobiana,
mas também promove dano oxidativo do tecido do hospedeiro, por exercer efeitos
pleiotrépicos na vasculatura com potencial impacto no desenvolvimento de
aterosclerose, disfuncdo endotelial, instabilidade de placa e resposta no
remodelamento ventricular apo6s injaria isquémica. (ROMAN; WENDLAND;
POLANCZYK, 2007)

Estudos recentes apontam o0s provaveis mecanismos pelos quais a
mieloperoxidase € capaz de promover oxidagdo de lipoproteinas in vivo. Macrofagos
utilizam NADPH oxidase para produzir superoxido (O-2) que pode dismutar e formar
peréxido de hidrogénio (H202). A MPO catalisa reaces com H202 para gerar
oxidantes citotéxicos mais potentes como HOCI (acido hipocloroso) e radical tirosil,
sendo a Unica enzima humana capaz de gerar HOCI. A MPO tem a habilidade de
modificar oxidativamente o aminoacido tirosina da apolipoproteina B-100 (apo B-
100), usando H202 e ion CI- para gerar 3-clorotirosina. Pode, também, nitratar a
tirosina, oxidando nitrito (NO-2), produto final do metabolismo do éxido nitrico (NO),
gerando 3-nitrosina. Além de marcadores da atividade da MPO, a 3-clorotirosina e 3-
nitrotirosina tém importancia clinica por promover dano oxidativo. (ROMAN;
WENDLAND; POLANCZYK, 2007)

Quando os neutrofilos encontram micrébios opsonizadas, ingerem-nos em
fagossomos, passam por uma explosdo de consumo de oxigénio, e libertam
proteinas a partir de granulos no espaco fagossomal. A MPO representa 5% da
proteina total de neutréfilos e € um dos principais constituintes dos granulos. A

enzima responsavel pelo consumo de oxigénio € um complexo NADPH oxidase.

Reune principalmente na membrana fagossomal e canais de elétrons de NADPH no
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citoplasma através da membrana de oxigénio, gerando anions superdxido no
fagossomo. Como esta transferéncia de elétrons cria um desequilibrio de carga que,
caso contrario, despolariza a membrana, a atividade da NADPH-oxidase ¢é
acompanhada por ativacdo de um préton por voltagem do canal. O superoxido sofre
dismutacdo, uma reacdo que mantétm o pH proximo da neutralidade
intrafagossomal, e produz H202. A MPO oxida cloretos e outros halogenetos
(brometo, iodeto, e o pseudohalogeneto tiocianato) para gerar os respectivos acidos.
Estudos cinéticos mostraram que o cloreto e o tiocianato sdo os mais favorecidos. A
reacdo envolve a oxidacdo de dois elétrons do halogeneto por composto |, com uma
reacao liquida de: H202 + Cl- — HOCI + OH-. (KLEBANOFF et al., 2013)

Produtos derivados da MPO afetam aspectos da resposta inflamatoria, além
da oxidacdo e morte de micrébios no fagossomo. MPO extracelular pode modificar
mediadores inflamatorios; por exemplo, HOCL derivados da MPO podem regular
eventos proteoliticos, nos locais de inflamacéo aguda, ativando proteases, tais como
metaloproteinases de matriz e, inativando inibidores de proteases. Como
consequéncia destas reacbes, a MPO pode criar um ambiente proteolitico
aprimorado que, contribui para a liquefacdo, necrose e formacdo de abscesso.
(KLEBANOFF et al., 2013)

Nos ultimos anos a MPO ganhou muita atencdo e, um namero de estudos
pioneiros demonstraram que, exceto pela compreensdao de um componente crucial
do processo de fagocitose, a MPO teve um unico perfil de efeitos plieotropicos. Um
amplo espectro de acdes da MPO em saude e doenca humanas foram reconhecidas
e diretamente relacionadas aos oxidantes derivados da MPO (eminentemente, acido
hipocloroso), com numerosas funcdes celulares, contribuindo para a lesdo tecidual.
Exemplos de tais efeitos, séo as correlacdes de MPO com varias formas de céncer,
doencas neurodegenerativas, tais como, Alzheimer, esclerose multipla e doenca de
Parkinson, doenca periodontal, hepatite C, com fibrose induzida por virus, vasculites,
doenca renal, tal como, por imunocomplexo e glomerulonefrite membranosa,
nefropatia diabética e lesdo por isquemia/reperfusdo, doencas inflamatorias
cronicas, como artrite reumatoide e doenca intestinal inflamatéria, doencas do
pulmédo, como DPOC, lesao induzida por asbestos e fibrose cistica. No entanto, um

dos e talvez o mais importante, o efeito mais proeminente da MPO na fisiopatologia
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da doenca, € na geracdo e propagacao de uma série de doencas cardiovasculares.
(ANATOLIOTAKIS et al., 2013)

No presente estudo, o acido caurendico promoveu diminuicdo significante da
atividade de MPO, decorridas 24h/48h da construcdo do retalho cutaneo
randomizado, em relacéo ao grupo controle, evidenciando atividade anti-inflamatoria.
N&o foram observadas diferencas significantes apds 168h da construcdo do retalho
cutaneo randomizado, mostrando que a acdo anti-inflamatéria ndo se mantém
durante todo o periodo estudado. (Tabela 6, Figuras 24-26).

Entretanto, O fator 2 relacionado ao fator eritrdide nuclear (Nrf2) é um fator de
transcricdo chave que regula a expressdo de genes que estdo envolvidos em
detoxificacdo de drogas e produtos quimicos. Normalmente, Nrf2 reside no
citoplasma em baixa abundancia. Quando ativado, aumenta em abundéancia e se
transloca para o nucleo, onde se liga ao seu elemento de resposta antioxidante de
acdo-cis, resultando na expresséao de varios genes de detoxificacdo fase 2, tal como
a subunidade catalitica ligase de glutamato-cisteina, NAD (P) H: oxidoredutasel
quinina (NQO1), e hemeoxigenase-1 (HO-1). Além disso, Nrf2 parece ter um papel
importante na melhora da inflamacéo. A ablacdo genética de nrf2 agrava a inflamc¢éo
em varias doengas inflamatorias em modelos animais, incluindo a inflamacao
pulmonar aguda, o enfisema induzido por fumaca e asma. (LYU et al., 2011)

Estudo mostra que o acido caurendico € um potente ativador de Nrf2. LYU et
al., 2011 sugeriu que a atividade anti-inflamatoria do acido caurendico é atribuivel a
supresséo de NF-kB (Fator Nuclear k-B), um fator-chave de transcricdo que regula a
inflamacédo, e da expressédo de NF-kB genes dependentes. O efeito inibitério do NF-
kB pelo acido caurendico é exercido através da modificacdo covalente do IKK, pela
adicdo de um nucleofilico, com os residuos da cisteina da quinase. (Tendo em vista
que o estresse oxidativo e a inflamacéo estdo relacionados com certos tipo de
cancer, o Nrf2 tem sido considerado como um fator promissor para o tratamento do
cancer. Tendo em visto os varios papéis do Nrf2 em fisiopatologia, é possivel que o
acido caurendico poderia ser um excelente componente natural para o tratamento de
doencas inflamatdrias e certos canceres, embora, o papel do Nrf2 em cancer seja
controverso e, o seu efeito possa depender do tipo de cancer. (LYU et al., 2011)

Embora, um crescente corpo de evidéncias supfe a acdo anti-inflamatoria do
Nrf2, ainda ndo estd muito claro como o Nrf2 controla as respostas inflamatdrias. Um

dos mecanismos possiveis € que, Nrf2 suprime diretamente a expressao dos genes
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proinflamatorios, interferindo com os fatores chaves de transcri¢do, tais como, NF-kB
e AP-1. A inflamagdo € frequentemente associada com o estresse oxidativo,
causado pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). E bem
documentado que ROS é um potente ativador de Nrf2 e, ativado Nrf2 induz a
producéo de proteinas, tais como, NQO-1 e GCLC que, produz a varredura de ROS.
(LYU et al., 2011)

Paiva et al.,(2003) utilizou o &cido caurendico, um diterpeno da Copaifera
langsdorffii Desf, em colite induzida por acido acético, onde os ratos foram preé-
tratados 02h antes, por via oral e 02h antes, por via retal, da indugao da colite, com
acido caurendico, nas doses de 50mg e 100mg/Kg, em um volume de 01ml. Todos
os ratos foram sacrificados 24 horas depois e, ressecado 05 cm do colo distal, tendo
sido dosados mieloperoxidase e malondialdeido. Os resultados obtidos foram:

Controle &cido acético 8.67 + 0.33

Pré-tramento por via retal:

AA+KA (50 mg/kg) 5.28 + 0.92 (39%)

AA+KA (100 mg/kg) 4.17 £ 0.75* (52%)

Pré-tratamento por via oral

AA+KA (50 mg/kg) 5.50 £ 0.67 (36%)

AA+KA (100 mg/kg) 5.00 % 0.45* (42%)

Nos grupos tratados com acido caurendico (50 e 100 mg / kg), a atividade de
MPO retal ou oral) foram significativamente menores e sem dependéncia da dose,
em comparacdo com o controle de &cido acético, evidenciando atividade anti-
inflamatoéria do acido caurendico. Assim, os autores concluiram que os efeitos anti-
inflamatorios do grupo kaurene de diterpenos foram descritos e eles parecem
prejudicar a sinalizacdo inflamatéria, através da inibicdo de fatores nucleares como
NF-kappaB. Assim sendo, presume-se que o acido caurendico inibe a atividade da
NF-kB que regula a transcricdo de diversas citocinas inflamatérias. Esse
experimento, apesar de ndo se tratar de isquemia/reperfusdo, mantém correlagéo
com o presente estudo, pela constatacdo de atividade anti-inflamatéria do &cido
caurenoico.

Silva et al., (2009) utilizaram o 6leo-resina de Copaifera langsdorffi Desf que
contém o acido caurendico, estudando os seus efeitos em isquemia/reperfusdo em
retalhos de pele randomizados em ratos. Tendo sido o 6leo-resina diluido em Tween

80, o estudo foi dividido em 04 grupos, a saber: grupo salina, grupo controle veiculo,
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grupo teste 1 (200mg/Kg) e grupo teste 2 (400mg/Kg). O 6leo-resina de Copaifera e
drogas controle (salina e Tween 80) foram administradas por gavagem 24, 12, e 2 h
antes do inicio do experimento, seguido por doses diarias, até durante 7 dias. Para
observar os efeitos da Copaifera, analises laboratoriais incluindo o plasma e tecido,
foram realizados, sendo dosados os niveis de substancias reativas ao é&cido
tiobarbitdrico (TBARS), a glutationa reduzida (GSH) e os niveis de mieloperoxidase
(MPO) no tecido. A coleta do material aconteceu com 24h, 48h e 168h apds a
confeccdo do retalho de pele randomizado, com o0s seguintes resultados da
mieloperoxidase:

Concentracdes de MPO:

Grupo T24 T48 T168
GCS 0.70+0.23 0.71+0.10 4.17 +1.06*
GT200 0.13+0.05 0.34 £ 0.34 1.15 £ 0.03**

Assim, os autores concluiram que o 6leo-resina de Copaiba apresenta
atividade anti-inflamatéria durante a isquemia e reperfusdo de retalhos cutaneos
randomizados em ratos, mantendo uma correlagdo com o presente estudo.

No presente estudo, ndo houve alteracao significante da MPO ocasionada
pela L-arginina. (Tabela 6, Figuras 24-26).

N&o obstante, Nitrito (NO2-) e nitrato (NO3-), 0 que se pensava ser um
material inerte do produto final do metabolismo oxidativo do 6xido nitrico (NO), é
agora visto como um reservatério da atividade do NO. Ambos dietética e fontes
enddgenas contribuem para as lojas do corpo destes anions, com a fonte endégena
central o caminho L-arginina-NO , onde o NO ¢é rapidamente oxidado em nitrito e
nitrato. O NO reage com a ceruloplasmina do plasma e o oxigénio, para formar o
nitrito e a oxihemoglobina em células vermelhas do sangue para formar nitrato.
Acima de 90% das fontes alimentares de nitrato s&o encontrados principalmente em
folhas verdes e raizes de vegetais. O nitrito da dieta é encontrado principalmente na
forma de um aditivo alimentar e conservante em carne para primariamente inibir o
crescimento de Clostridium botulinum. Além disso, nitrito melhora a cor e o sabor de
carnes cozidas. Investigacdo ao longo da ultima década demonstra que a formacgao
do NO pode ocorrer independentemente da via NOS, através da reducgéo de nitrato
em nitrito e, da reducao do nitrito a NO. Existem duas vias principais em mamiferos,
onde ocorre a reducdo de nitrato para nitrito. Em primeiro lugar, bactérias gram-

negativas comensais, presentes na cavidade oral e no trato gastrointestinal reduzem
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0 nitrato salivar. Quase um quarto de nitrato ingerido € ativamente secretado na
saliva, e aproximadamente um quinto é reduzido a nitrito, por bactérias comensais.
Além disso, h&a varias enzimas de mamiferos recém-descobertos com atividade
redutora de nitrato, uma funcdo anteriormente que s6 se pensava ser possuida por
bactérias. Xantina oxidorredutase, aldeido oxidase, proteinas heme, e mitocondrias
tém demonstrado essa habilidade em mamiferos. (ALEF; TZENG; ZUCKERBRAUN,
2012)

A reducao do nitrito a 6xido nitrico ocorre tanto no sangue e tecidos através
de uma variedade de vias enziméticas e ndo enziméticas. A conversdo nao
enzimatica ocorre via reducdo acida. A reducdo enzimatica de nitrito para o NO tem
sido atribuida a uma série de enzimas, incluindo a deoxihemoglobina e
desoximioglobina, xantina oxidorredutase, aldeido oxidase, e citocromo c oxidase.
Além disso, a reduc¢do do nitrito a NO dentro dos tecidos é aumentada na definicdo
de isquemia e hipoxia, circunstancias em que a via classica arginina/ NOS / NO via
pode ser limitada . Assim, a via de nitrato-nitrito-NO poderia ser visto como uma via
complementar, que se torna cada vez mais importante como na diminuicdo das
tensdes de oxigénio. (ALEF; TZENG; ZUCKERBRAUN, 2012)

O potencial terapéutico da via de nitrato-nitrito-NO esta apenas comecando a
ser apreciado e investigado. Os efeitos vasodilatadores do  nitrito foram
demonstrados em varios estudos e em modelos animais, incluindo ratos, ovelhas,
cées, primatas e seres humanos. A capacidade do nitrito em vasodilatacédo
isquémica nos leitos vasculares demonstra grande potencial em estudos pré-
clinicos. Nitratos organicos, como a nitroglicerina, também, funcionam via
vasodilatacdo. No entanto, é preciso diferenciar entre estes nitratos organicos com o
ion nitrito inorganico. Nitratos organicos demonstraram vasoatividade mais potente
e sao metabolizados in vivo em NO e nitrito. No entanto, este requer bioativagao por
metabolismo mitocondrial aldeido desidrogenase e outras enzimas que estejam
sujeitas a tolerancia induzida. Tal tolerancia € caracterizada pela diminuicdo da
atividade biolégica da nitroglicerina, com a exposi¢cdo cronica as drogas. (ALEF;
TZENG; ZUCKERBRAUN, 2012)

No presente estudo, houve diminui¢do significante da relacao nitrito/nitrato em
todos os grupos estudados, apds 24h da construgdo do retalho cutdneo. Houve
aumento significante da relagdo nitrito/nitrato apds 168h no grupo GA (Tabela 7,

Figuras 27-29) . Isto mostra que o0 acido caurendico e a L-arginina, nas primeiras
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24h apos a confecgdo do retalho cutdneo randomizado, apresentaram atividade
antioxidante, ndo se mantendo durante todo o periodo do estudo. Entretanto, no

tempo 168h, a L-arginina apresenta atividade pré-oxidante.

N&o obstante, quando comparado a sua reducéo, a oxidagao do nitrito e seu
potencial papel na fisiologia e patologia dos mamiferos tem sido negligenciado.
Embora, ndo dedicada aos mamiferos, a nitrito oxidase foi, ainda, descrita e varias
proteinas heme parecem ter sido usadas para executar a funcdo oxidase. Estas
proteinas catalisam a oxidacao do nitrito, ndo somente para o nitrato (oxidacdo de
dois elétrons), mas, também, para o radical diéxido de nitrogénio (reacdo de um
elétron). Além disso, o nitrito pode, também, ser oxidado por varias peroxidases,
mieloperoxidase, lactoperoxidase, peroxidase eosinofilica, e, catalase; bem como,
por oxidantes inflamatdrios, tais como o acido hipocloroso. Ao contrario do nitrato, o
diéxido de nitrogénio é um poderoso oxidante e um agente nitrante que pode nitrar,
nao somente residuos de proteinas, mas também, acidos graxos e nucleotideos de
guanina. Ainda assim, enquanto a nitracdo limitada de &acidos graxos e de
nucleotideos de guanina foram mostradas para extrair respostas protetoras contra
lesbes inflamatdrias em tecidos, a nitracdo das proteinas € considerada como sendo
um processo deletério que, altera a funcdo protéica e torna alvo para degradacéo.
Além disso, as reacdes de nitracdo foram evocadas para explicar a perda de
protecdo observada, quando altas doses de nitrito foram administradas em
condicOes de isquemia/reperfusdo. (MAIA; MOURA, 2014)

Atualmente, a atividade como-peroxidase de mioglobina e hemoglobina, ha
muito tem sido conhecida; isso resulta na formacao de radicais ferril e ferril-heme.
Esta oxidacdo das proteinas, em uma situacdo de estresse oxidativo, poderia
amplificar grandemente a oxidacdo do nitrito para didxido de nitrogénio, e assim,
promover a nitragdo proteica deletérica, observada, por exemplo, durante a lesédo
por isquemia/reperfusdo do miocardio. A presenca de proteinas nitradas em
eritrocitos circulantes € controversa. Por outro lado, as condi¢cdes 4&cidas,
caracteristica de isquemia, favorecem as reacfes de nitracdo e diminuem a taxa de
eliminacdo do dioxido de nitrogénio por tiois, por conseguinte, aumentando
efetivamente a eficacia de nitragdo de proteinas. (MAIA; MOURA, 2014)

Em suma, no presente, € amplamente aceito que a oxidacdo do nitrito

mediada pelas peroxidases, contribui para a nitragéo deletéria, observada em varias
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afeccdes, de modo particular em condi¢des inflamatérias. O mecanismo de oxidagao
do nitrito como-peroxidase pode ser generalizado, antecipando que outras proteinas
heme, com atividade como-peroxidase, podem, também, promover a formacao de
radical dioxido de nitrogénio, contribuindo para a lesdo oxidativa celular. (MAIA;
MOURA, 2014)

Finalmente, pode ser afirmado que, a lesdo causada pela isquemia-
reperfusdo é complexa, havendo necessidade da utilizacdo de substancias capazes
de aumentar a resisténcia dos tecidos a esse fendmeno, diminuindo a producéo e
neutralizando a agao dos radicais livres. As substancias utilizadas no presente
experimento necessitam de estudos adicionais, com o intuito de definir sua aplicagao
em seres humanos e, com isso, diminuir a necrose dos retalhos cutaneos, efeito

sobremaneira almejado pela cirurgia plastica.



95

6 CONCLUSAO

O acido caurendico apresenta acao antilipoperoxidativa, intensa acao
antioxidante e atividade anti-inflamatdria; enquanto a L-arginina apresenta acao
antilipoperoxidativa e antioxidante, durante a isquemia e reperfusdo de retalho

cutaneo randomizado em dorso de ratos.
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APENDICE A — Peso dos animais

Grupo Controle Salina (GC)

T24 T48 T168
275 280 250
285 285 250
270 280 255
280 260 250
275 255 265
285 255 255

Grupo Acido Caurenoico (AK)

T24 T48 T168
250 250 245
225 265 250
230 260 245
255 275 240
230 260 245
255 275 240

Grupo L-Arginina (GA)

T24 T48 T168
190 200 185
175 200 200
190 210 215
170 185 210
185 210 205

215 190 255




APENDICE B - Dados brutos (1)

TECIDO: IL-1 TECIDO: IL-1
Grupo Controle: Grupo GC Grupo Caurendico: Grupo AK
GC_T24 GC T48 GC _T168 AK T24  AK T48 AK T168
471,0 271,0 2135 166,0 138,5 188,3
338,5 398,2 241,0 201,0 266,0 133,5
496,0 466,0 198,0 208,5 151,0 108,5
218,5 218,5 234,1 163,5 168,5 188,5
316,0 316,0 218,5 178,3 101,4 143,5
308,2 326,1 151,7 123,5 189,3 167,2
TECIDO: IL-1 TECIDO: TNF-a
Grupo Arginina: Grupo GA Grupo Controle: Grupo GC
GA T24 GA _T48 GA _T168 GC_T24 GC T48 GC T168
138,5 271,0 196,0 153 243 219,67
266,0 238,3 191,0 209,67 259,67 256,33
351,0 366,0 268,5 253 213 236,33
168,5 218,5 291,0 166,33 119,67 179,67
361,0 156,3 116,0 222,4 259,4 89,67
363,5 189,3 221,5 158,9 157,65 193
TECIDO: TNF-a TECIDO: TNF-a

Grupo Caurendéico: Grupo AK

Grupo Arginina: Grupo GA

AK T24 AK T48 AK T168 GA _T24 GA _T48 GA _T168
98,4 143 196,33 199,67 256,33 189,4
126,33 126,3 129,67 256,33 196,33 208,6
176,33 99,67 216,33 193 206,4 207,3
99,67 69,67 143 136,33 166,33 179,67
111,4 102,4 178,4 195,67 189,4 213
78,3 91,5 199,3 153 131,4 99,4

TECIDO: MDA TECIDO: MDA

Grupo Controle: Grupo GC Grupo Caurenoico: Grupo AK

GC T24 GC T48 GC _T168 AK_T24 AK_T48 AK_T168
0,056 0,031 0,023 0,012 0,017 0,045
0,076 0,034 0,041 0,014 0,013 0,043
0,052 0,043 0,021 0,009 0,015 0,012
0,045 0,022 0,027 0,015 0,021 0,034
0,051 0,021 0,012 0,009 0,009 0,022
0,056 0,036 0,035 0,01 0,012 0,032




TECIDO: MDA

DADOS BRUTOS (2)

TECIDO: GSH

Grupo Arginina: Grupo GA

Grupo Controle : Grupo GC

GA T24 GA T48 GA T168

GC T24 GC T48 GC T168

0,014 0,023 0,034
0,032 0,043 0,056
0,012 0,012 0,056
0,012 0,031 0,032
0,014 0,021 0,043
0,018 0,032 0,042
TECIDO: GSH

6,565 6,466 9,235
4,565 3,234 5,023
7,276 8,997 9,303
12,908 2,503 12,632
9,34 4,213 9,756
2,453 9,565 12,2343
TECIDO: GSH

Grupo Caurendéico: Grupo AK

Grupo Arginina: Grupo GA

AK T24 AK T48 AK T168

GA T24 GA T48 GA T168

26,7657 19,95 19,71
23,02 23,82 12,9
16,15 19,25 7,53

25,565 14,4532 17,454
16,3455 24,3454 22,657
19,45 17,678 11,65567

TECIDO: MPO

6,345 17,65 6,4534
16,32 6,34523 4,546
12,4356 17,353 7,235
19,5232 15,235 7,234
13,456 15,352 9,234
19,345 4,345 5,346
TECIDO: MPO

Grupo Controle : Grupo GC

Grupo Caurendéico: Grupo AK

GC_T24 GC_T48 GC _T168

AK _T24 AK T48 AK_T168

6,987 6,401 2,678
5,908 1,195 5,655
1,345 5,676 0,263
3,934 3,7134 1,619
1,354 3,544 4,565
6,343 2,566 0,4556
TECIDO: MPO

0,46 1,323 2,1333
1,551 1,3345 2,123
1,034 0,4123 4,263
0,8655 0,123 0,76563
0,636 0,978 1,324
0,654 0,234 3,123
TECIDO: Nox

Grupo Arginina: Grupo GA

Grupo Controle : Grupo GC

GA T24  GA_T48 GA_T168

GC_T24 GC_T48 GC_T168

3,834 4,34324 1,379

4,784 1,809 3,834
1,767 2,253 0,568
2,126 5,565 3,542
4,152 2,3456 1,556

5,784 1,345 3,545

11,216 6,622 3,919
14,730 1,813 2,125
19,595 2,750 4,625
18,514 7,125 3,063
7,162 -0,375 -2,875
10,405 5,250 0,875
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DADOS BRUTOS (3)

TECIDO: Nox

Grupo Caurendico: Grupo AK

AK T24  AK T48  AK T168

6,892 1,216 6,081

6,622 2,438 6,500

9,324 7,750 0,563

4,459 0,875 -6,313

2,297 2,750 3,375

10,405 5,563 5,875
TECIDO: Nox

Grupo Arginina: Grupo GA

GA T24  GA T48  GA T168

5,000 3,919 11,486
4,459 -0,687 11,188
6,081 1,500 0,875
5,270 0,875 11,813
2,568 5,875 23,375

-0,405 -3,813 24,625




ANEXO A — Estudos experimentais
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Autor(es) Drogas Estudadas
Schanaider et al. , 1999 Manitol
Biondo-Simdes et al., 2000 Buflomedil
Acevedo-Bogado et al.,2002 Hialuronidase
Souza Filho et al., 2002 Ginkgo Biloba
Ghavami,A.;Nutt,M.P.; Aspirina

Hardy, S. P.; 2002

Huemer et al., 2002 Oxido Nitrico

Mc Donald et al., 2004

Zhang et al., 2003
Lineaweaver et al., 2004
Meirer et al., 2007

Fator de Crescimento do Endotélio Vascular

Komorowska-Timek et al., 2004 L-Arginina

Atabey et al., 2004 Lidocaina + Epinefrina
Tyner et al., 2004 Propofol

Sarifakioglu et al., 2004 Sildenafil

Hart et al., 2006

De Almeida et al., 2004

Dimetil-Sulfoxido

Esteves Junior;Ferreira;
Liebano, 2004

Peptideo Relacionado ao Gene da
Calcitonina

Fonseca et al., 2004

Terazosina e propranolol

Abla et al., 2005

Acetilcisteina

Bittencourt et al., 2005

Minoxidil

Yoshida; de Campos, 2005

Manitol e Vitamina C

Esteves Junior et al., 2005

Cloridrato de Hidralazina

Aydogan et al., 2006

Acido Caféico

Mauad Junior et al., 2006

Buflomedil e Pentoxifilina

Ersoy et al., 2007

Clopidogrel

Silva et al., 2009

Oleo-resina de Copaiba

QUADRO 1 - Drogas utilizadas na prevencao das lesdes oxidativas em retalhos de

pele randomizados em ratos.
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Universidade Federal do Ceara
Comiss#o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagdo
n° 64/08, sobre o projeto intitulado: “AGAO ANTI-RADICALAR DO ACIDO
CAURENOICO, DA L-ARGININA E DA AMINOGUANIDINA EM RETALHOS
CUTANEOS RANDOMIZADOS EM DORSO DE RATOS”, de responsabilidade
de JOAQUIM JOSE DE LIMA SILVA, esta de acordo com os Principios Eticos
na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 30 de
setembro de 2008.

Fortaleza, 07 de outubro de 2008.

Profa. Dra. e(;??ﬁ;fw(a(t%s@(éA/thadE‘CUnha\

Coordenadora da Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA



